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RESUMO

Evidéncias mostram uma intima relagao entre o estresse e a ocorréncia de variacdes na
funcdo imune tanto em modelos animais quanto em humanos, sendo sugerido em alguns
trabalhos uma imunossupressao induzida pelo estresse, enquanto em outros foi revelado um
aumento da funcdo imune. Neste estudo, verificamos os efeitos do estresse e a acdo dos
principais hormonios envolvidos com esse mecanismo na fagocitose de células apoptdticas.
Observamos que o estresse hiperagudo pelo frio (-15°C por 10 minutos) ndo alterou a
capacidade fagocitica e a interagdo com timocitos apoptéticos nem de macréfagos peritoneais
murinos ndo ativados, nem de macréfagos ativados com LPS. O estresse agudo (4°C por 4
horas) também ndo alterou a porcentagem de fagocitose e de interagdo de timdcitos
apoptoticos com macréfagos nao ativados, porém, provocou uma diminuicdo na capacidade
de fagocitose por macréfagos ativados com LPS. Este mesmo efeito foi observado em
experimentos in vitro, nos quais corticosterona foi incubada com os macréfagos ativados em
concentracoes similares aquelas observadas no plasma apds o estresse agudo pelo frio. Outros
hormo6nios como epinefrina e norepinefrina nao tiveram efeito in vitro, 0 que mostra que esta
inibicdo da fagocitose induzida pelo estresse agudo foi devido, ao menos em parte, a
corticosterona. Considerando as possiveis implicacdes fisioldgicas desses resultados,
podemos notar que a diminui¢do na fagocitose de células apoptéticas poderia resultar na sua
progressdo para estdgios mais avancados de morte celular, o que deve contribuir para o
desenvolvimento de inflamacdo e o aumentado risco de autoimunidade. O comportamento
diferente entre macréfagos normais e ativados € discutido em relacdo ao possivel efeito da

tolerizagc@o ou “priming” dos linfécitos T no desenvolvimento de reacdes autoimunes.



ABSTRACT

Previous studies have shown a close relationship between stress and changes in
immune system in animal models and in humans, some works suggesting an
immunosuppression induced by stress, and others an increased immune function. In this
study, we tested the effects of stress and the action of its main hormones in phagocytosis of
apoptotic cells. We showed that hiperacute cold stress (-15°C for 10 min) did not change the
phagocytic capacity and the interaction of apoptotic thymocytes by normal or LPS-activated
peritoneal murine macrophages. Acute stress (4°C for 4 h) also did not change the percentage
of phagocytosis and the interaction of apoptotic thymocytes by non activated macrophages;
there was however a decrease in the phagocytic capacity of macrophages activated with LPS.
This same effect was observed by in vitro experiment when corticosterone was incubated with
activated macrophages in similar concentrations to those observed in plasma after cold stress.
Other hormones, such as epinephrine and nor epinephrine had no effect in vitro, which shows
that the inhibition of phagocytosis induced by acute cold stress could be at least in part
attributed to corticosterone. Considering the possible physiological implications of these
findings we should note that the decrease in phagocytosis of apoptotic cells could result in
their changing into more advanced states of cell death, which may contribute to a prolonged
state of inflammation and an increased risk of autoimmunity. The different behavior of
normal and activated macrophages with this regard is discussed in relation to the possible
effect of tolerization or priming of T lymphocytes in the development of autoimmune

reactions.
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INTRODUCAO



1. INTRODUCAO

1.1. NEUROIMUNOMODULACAO

1.1.1. ESTRESSE

Estudos conduzidos no campo da neuroimunologia mostram que a susceptibilidade a e
a recuperacdo de infecgdes, reacdes alérgicas, inoculacdo de célula tumoral, e desordens
autoimunes sdo fortemente influenciadas pela atividade do sistema nervoso e/ou enddcrino
(revisado por ADER, 2000).

De fato, existe uma regulacdo reciproca entre o sistema nervoso central (SNC) e o
sistema imune através da qual o SNC se comunica com o sistema imune via neuropeptideos,
neurotransmissores € horménios enquanto o sistema imunoldgico, através de citocinas, 6xido
nitrico e prostaglandinas, informa o cérebro que um patégeno invadiu o corpo (Figura 1)
(WEBSTER et al., 2002).

Desta forma, nao € de se surpreender que receptores para produtos do sistema imune
(citocinas) e para produtos do sistema enddcrino (hormdnios) estejam presentes na mesma
célula. O exemplo mais cldssico € a expressdo de receptores de IL-1 especificamente em uma
das principais células secretoras de hormonios na glandula pituitaria, a célula somatotrofica

(KELLEY, 2004).
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Figura 1.1. Caminhos de comunicagéo entre o sistema nervoso central e o sistema imune. CNS: central
nervous system; NE: nor epinephrine; ,-AR: adrenergic receptor B,; Th: linfécito T helper; APC: antigen

presenting cell (KOHM; SANDERS, 2000).

O SNC tem a capacidade tanto de produzir como de modular reagdes inflamatdrias,
ndo apenas em resposta a infeccdo, trauma ou dano tecidual, mas também em resposta ao
estresse (BLACK, 2002). O estresse pode ser definido como um estado de perturbacdo da
homeostase provocado por estimulos psicolégicos, ambientais ou fisiolégicos (BLACK,
2002).

Evidéncias mostram uma intima relacdo entre o estresse e a ocorréncia de variacdes na
fun¢do imune tanto em modelos animais quanto em humanos (ADER, 2000), sendo em alguns
trabalhos sugerida uma imunossupressdo induzida pelo estresse (como PALERMO-NETO et
al., 2003 e GARBULINSKI et al, 1991), enquanto em outros foi revelado um aumento da

fun¢do imune (como DHABHAR, 2002 e SUNDARESAN et al 1990).



Em experimentos com ratos e cobaias, nos quais a desgranula¢do de mastdcitos ocorre
por exposicao de ratos a um alergeno acoplado a um estimulo sensorial, torna-se evidente o
controle cerebral sobre esta resposta imune, ja que a desgranulacdo também ocorre sob o
estimulo sensorial sozinho (BLACK, 2002). Além disso, alguns estudos indicam que varios
estressores psicoldgicos sozinhos podem induzir a secrecdo das citocinas proinflamatorias IL-
1, IL-6 e TNF-a (revisado por DHABBAR, 2002).

Um experimento cldssico feito por Previte e Berry (1962) mostra claramente a
interacdo do ambiente com infec¢des, no qual quando camundongos eram colocados em

condi¢des ambientais confortaveis (25°C), a inoculagdo de Staphylococcous aureus virulenta

causava 70% de morte, mas a S. aureus avirulenta causou uma taxa de morte de apenas 20%

nos camundongos. Resultados totalmente diferentes foram obtidos quando os camundongos

foram mantidos em uma temperatura subdtima (5°C). A bactéria virulenta continuou a causar

70% de mortalidade, mas a bactéria avirulenta matou 91% dos camundongos. Resultados
idénticos também foram obtidos com Salmonella typhimurium virulenta e avirulenta.

Desta forma, estresse fisico, assim como estressores quimicos e psicolégicos, podem
exercer um efeito na reatividade imune e, conseqiientemente na doenca, embora seja
importante fazer uma distingdo entre estresse transitério (como uma infec¢io) e estresse que
existe por um longo periodo (como no caso de fatores associados com baixas condi¢des sécio-
econOmicas, por exemplo). Ao contrario da concep¢cdo popular de que o estresse regularia
negativamente o sistema imune, alguns estudos tém sugerido que o estresse agudo deve
facilitar alguns aspectos da func¢do imune. Por exemplo, ratos sujeitos ao estresse por
imobilizacdo exibiram uma resposta de hipersensibilidade tardia mais acentuada do que os
animais controles (DHABHAR, 2002). Humanos expostos a um estresse (discurso

televisionado) exibiram um aumento transitério do ndmero e fun¢ao das células natural killer



— NK (LARSON et al., 2001). Um estresse mais intenso ou de longa duracao, por outro lado,
impediria as mesmas fun¢des imunes: ratos expostos por vdrias semanas de imobilizagao
didria, por exemplo, mostraram um grande declinio na resposta de hipersensibilidade tardia.
Humanos com histérias de vida com estresse prolongado exibiram atividade da NK reduzida
durante e apds o estresse do discurso.

Sabe-se que o SNC regula o sistema imune através de dois mecanismos principais: (1)
pela ativacdo do eixo HPA (hipotdlamo- pituitdria- adrenal), o qual culmina na liberacdo de
glicocorticdides; e (2) através do sistema nervoso simpdtico (SNS), com a liberagdo de
norepinefrina e epinefrina (WEBSTER et al., 2002).

Sob uma condi¢ao de estresse, as células do nicleo paraventricular do hipotdlamo sdo
ativadas e secretam CRH (corticotropin releasing hormone), o coordenador da resposta ao
estresse. O CRH entra no sistema porta hipofisario, atingindo as células corticotréficas da
pituitdria anterior, as quais produzem POMC (proopiomelanocortina), um polipeptidio que é
subseqiientemente clivado, formando ACTH (adrenocorticotropic hormone), B- endorfina e
o-MSH (a0 melanocyte stimulating hormone). O ACTH chega até o cortex das glandulas
adrenais através da corrente sanguinea, onde estimula, principalmente, a liberagdo de
glicocorticdides (corticosterona em roedores e cortisol em humanos) (BLACK, 2002).

O CRH também estimula o locus coerulus, uma densa colecio de células autondmicas
no tronco cerebral a secretar norepinefrina nas termina¢des nervosas simpadticas. A ativagao
do SNS centralmente € transmitida para a medula da adrenal, onde as fibras simpdticas
estimulam as células cromoafins a liberarem norepinefrina e principalmente epinefrina
(BLACK, 2002). Juntos, glicocorticéides e as catecolaminas, epinefrina e norepinefrina, sdo

os principais hormoénios da resposta ao estresse. Entretanto, outros horménios como o



glucagon e o hormoénio do crescimento também sao considerados hormonios do estresse
(KELLEY, 2004).

Varidveis genéticas e psicoldgicas, entretanto, podem ser responsdveis pela
vulnerabilidade individual ao estresse. O estresse do comeg¢o de um novo programa
académico, por exemplo, impede a atividade das NKs particularmente em estudantes menos
otimistas (GLASER, 2004). Macacos infectados com SIV menos socidveis mostraram maior
progressdo da doenca do que os animais mais socidveis (CAPITANIO et al., 1999). Em suma,

vulnerabilidade psicoldgica ao estresse aumenta o impacto imunoldgico do estressor (Figura

2).
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Figura 1.2. Processo psicolégico e bioldgico da modulacdo induzida pelo estresse da fungdo imune.

Estas interagdes entre os sistemas nervoso e imune representam parte das interacdes conhecidas. Hormonios
como substancia P, peptideo intestinal vasoativo (VIP) e peptideo relacionado ao gene da calcitonina, por
exemplo, t€m profundos efeitos na fungdo imune. Em adi¢do, células imunocompetentes podem sintetizar muitos
hormoénios da pituitdria e do sistema nervoso central. ACTH, adrenocorticotropic hormone; CRH, corticotropin
releasing hormone; FSH, follicle-stimulating hormone; GH: growth hormone; LH, luteinizing hormone; PRL,

prolactin; and TH, thyroid hormone (FRIEDMAN; LAWRENCE, 2002).

Os tecidos linféides sdo inervados tanto pelo sistema nervoso simpético, o qual libera
norepinefrina, como pelo sistema nervoso parassimpatico, que libera acetilcolina. Receptores
para estes e outros neurotransmissores estdo presentes nos leucdcitos. Os outros

neurotransmissores incluem VIP (vasoactive intestinal peptide), substancia P, histamina e



serotonina. Da mesma forma, receptores para os mediadores neuroenddcrinos, incluindo
CRH, a-MSH e leptina também sao encontrados nos tecidos linféides (STEINMAN, 2004).

A acetilcolina potencialmente modula vérias reacdes imunes cldssicas via nervo vago,
podendo suprimir a resposta de choque sistémico apds a injecdo de endotoxina. A ativagdo do
receptor nicotinico da acetilcolina, expresso em macréfagos, inibe a secrecao de IL-1 e TNF
(STEINMAN, 2004). Assim, um neurotransmissor comum, como a acetilcolina, pode
modular reacdes imunes letais tal como o choque séptico.

As conexdes entre o sistema neuroenddcrino € o sistema imune promovem um sistema
de regulacdo fina requerido para a satide. Distirbios em qualquer nivel do eixo HPA ou na
inervacao simpdtica, bem como na agdo dos glicocorticéides e das catecolaminas conduzem a
um desequilibrio neste sistema e aumentam a susceptibilidade a infeccdo e doencas
inflamatérias ou autoimunes (WEBSTER et al., 2002).

Uma compreensdo detalhada, portanto, do mecanismo pelo qual o sistema
neuroenddcrino regula o sistema imune nos niveis sistémico, anatdmico, celular e molecular
ird informar ndo apenas a patogénese e tratamento de condi¢cdes autoimunes/inflamatdrias e
doencas infecciosas, mas também condi¢des que predispde a susceptibilidade ou resisténcia a

estas doencas .

1.1.2. ATIVACAO DO EIXO HPA E ACAO DOS GLICOCORTICOIDES

Glicocorticéides circulam no plasma associados a albumina ou ao CBG
(corticosterone-binding globulin) e apenas os corticdides livres conseguem penetrar pela
membrana plasmatica e se ligar ao seu receptor no citoplasma da célula alvo. Os receptores de

glicocorticdides se localizam inativados no citoplasma como complexos multiprotéico e apds



se ligarem ao ligante, eles se dissociam destes complexos e translocam para o nicleo, onde se
ligam como homodimeros aos elementos alvos ou aos GREs (glucocorticoid response
elements) no DNA (WEBSTER et al., 2002).

H4 dois receptores para glicocorticdides: o receptor de glicocorticéide (GR) e o
receptor de mineralocorticéide (MR) .Os dois sdo colocalizados em algumas areas do cérebro
e nos leucdcitos. A corticosterona (e o cortisol) tem maior afinidade pelo MR do que pelo GR.
Desta forma, em baixos niveis, a corticosterona se liga ao MR, e apenas em altos niveis, como
durante o estresse, 0 GR é ocupado (FUNDER, 1997).

O GR tem sido envolvido tanto na estimulacdo como na supressdo de genes. Ele
também pode modular a expressao de genes via interacdo com outros fatores de transcri¢ao,
tais como AP-1 e NF-xB, o qual € o maior fator envolvido na regulacdo de citocinas e outras
respostas imunes. Desta forma, glicocorticéides podem modular a expressdo de citocinas,
expressdo de moléculas de adesdo e trifego de células imunes, maturacido e diferenciagcdao
destas células, expressdo de quimiocinas e migracdo celular, e producdo de mediadores
inflamatérios (WEBSTER et al., 2002).

Glicocorticéides, no geral, suprimem maturacdo, diferenciacdo e proliferacao de
células imunes envolvidas em todos os aspectos da imunidade, incluindo imunidade inata,
funcdo de célula B e T e reagdes alérgicas cronicas (revisado por WEBSTER et al., 2002). No
entanto, isto € dependente da dose e da natureza do glicocorticéide em questao.

Alguns trabalhos mostram que o trafego de leucécitos é reduzido por glicocorticéides
através da supressdo da producdo de quimiocinas, como IL-5, RANTES, MCP-1, 2 e 3, e
eotaxina, além da supressao de moléculas de adesao, tais como ICAM-1, VCAM-1, ELAM-1,

E-selectina e L-selectina (WEBSTER et al., 2002).



Alguns estudos também mostram que a hipercortisolemia induzida pelo estresse causa
uma redistribuicdo dos leucécitos com a redu¢do no ndmero de linfécitos e mondcitos
circulantes em camundongos (DHABBAR, 2002). Estas mudangas foram significantemente
reduzidas em animais adrenalectomizados, e foram reproduzidas em outros animais pela
administracdo de corticosterona. No entanto, estas monocitopenia e linfocitopenia vistas com
o estresse também estao presentes com o ritmo circadiano dos glicocorticéides no comeco da
manha em humanos. Desta forma, torna-se evidente que isto é devido a redistribui¢cdo ao
invés da destrui¢do destas células, como discutido por McEwen e colaboradores (1997). Os
leucécitos, assim sinalizados, parecem sair da circulagio e entrar em outros compartimentos
promovendo sua sobrevivéncia e sua funcdo efetora (DHABBAR, 2002).

Corticéides afetam a producdo de mediadores inflamatdrios, incluindo prostaglandinas
e 6xido nitrico. O primeiro é modulado através da repressao dos niveis de mRNA de PLA;
(phospholipase A;) citosdlica e de COX-2 (cyclooxygenase), enquanto o segundo € modulado
através do impedimento da indu¢do de NOS II (nitric oxide syntase II) e da inibi¢do da
transcricao de iNOS (a forma induzivel desta enzima) (WEBSTER et al., 2002).

Os glicocorticdides também suprimem a produgdo de IL-1, IL-2, IL-6, IL-8, IL-12,
TNF-o, IFN-y e GM-CSF, enquanto estimulam a produc¢do das citocinas anti-inflamatérias
IL-4 e IL-10, causando portanto, uma troca do padrdao de imunidade Thl (o qual ¢é
caracterizado pela secrec¢do de citocinas, tais como IFN-vy, IL-2 e TNF-a, pelos linfocitos T
helper, o que leva a uma resposta imune celular) para Th2 (o qual é caracterizado pela
secre¢do de principalmente 1L-4, IL-10 e IL-13 pelos linfocitos T helper, que promovem um
resposta imune humoral) (ELENKOV, 2004). Os glicocorticéides prejudicam a expressdo de
IL-12 ou seu receptor, e acredita-se que esta regulacdo seja o principal mecanismo pelo qual

eles medeiam esta troca de Thl para Th2. Esta supressdao de IL-12 ocorre pela inibi¢dao da



fosforilagao do fator de transcri¢do Stat4 na cascata de sinalizacdo da IL-12, e esta inibi¢do €
mediada por GR. Isto € especifico para a imunidade mediada por Th1 porque a fosforilacdo
do fator de transcri¢cdo Stat6, o qual estd envolvido na cascata de sinalizacao da IL-4, nao é
afetada por glicocorticéides (WEBSTER et al., 2002).

Alteragdes no padrao de imunidade Th1/Th2 sdo caracteristicas de algumas doencas
autoimunes. Artrite reumatdide, esclerose multipla e diabetes melitus tipo I sdo exemplos de
doencas autoimunes nas quais hd uma mudanga para imunidade mediada por Thl, com
excesso de producdo de IL-12 e TNF-a. Lupus eritematoso sist€émico possui imunidade
mediada por Th2, com excesso de IL-10. Em situacdes nas quais hd um excesso da produgdo
de glicocorticéides, como em modelos animais com o eixo HPA hiperativo (ratos F344/N) ou
em mulheres no terceiro trimestre de gravidez, hd uma resisténcia relativa a doencgas
autoimunes associadas com Thl. Inversamente, animais com auséncia de glicocorticides ou
um eixo HPA hipoativo (ratos LEW/N) sdo susceptiveis a estas doencas autoimunes de
padrao Thl. A recuperacdo destes animais estd correlacionada com a administracdo de
glicocorticdides, enquanto a adrenalectomia resulta na progressdo fatal da doenca
(WEBSTER et al., 2002).

Ratos Lewis (LEW/N) sdo altamente susceptiveis ao desenvolvimento de uma ampla
variedade de doengas autoimunes/inflamatérias em resposta a uma variedade de estimulos
antigénicos ou proinflamatérios. Ratos Fischer (F344/N) altamente histocompativeis, sao
relativamente resistentes a estas mesmas doencas apds exposi¢do a mesmas doses de
antigenos. Estas duas linhagens também mostraram diferencas relacionadas a responsividade
do eixo HPA, com os ratos F344/N (resistentes a inflamacdo) exibindo uma resposta do eixo

HPA excessiva comparado com os ratos LEW/N (susceptiveis a inflamacdo). Diferencas na



expressdo de CRH, POMC, CBG e expressdo e ativagao do receptor de glicocorticéide tém
sido mostradas nestas duas linhagens de ratos (STERNBERG et al., 1989).

Uma variedade de intervencdes cirurgicas e farmacoldgicas no eixo HPA nestas
linhagens de ratos, bem como em linhagens de camundongos, alteram o curso e a gravidade
da doenca autoimune/inflamatéria. Assim, nos ratos F344/N, o tratamento com o antagonista
de glicocorticdides RU486 ¢é associado com alta mortalidade e desenvolvimento de artrite em
resposta a injecdo de parede celular de streptococos (STERNBERG er al, 1989).
Aproximadamente 50% dos ratos morreram apds a infec¢do com Salmonella typhimurium,
mas ratos adrenalectomizados sofreram 100% de letalidade apds a infec¢do com esta bactéria
(EDWARDS et al., 1991). Ja em ratos LEW/N, tanto o tratamento com baixas doses de
dexametasona como o transplante intracerebroventricular com tecido hipotalamico de ratos
F344/N atenuaram significantemente a artrite (STERNBERG et al., 1989).

Assim, uma resposta falha do eixo HPA ao estimulo com CRH ou estresse psicolégico
tem sido mostrada em uma variedade de doengas autoimunes incluindo artrite reumatoide,
lupus eritematoso sistémico, sindrome de Sjogren, fibromialgia e sindrome da fadiga cronica,
bem como em asma alérgica e dermatite atépica. Ao contrdrio, em humanos, estimulagdo
crOonica excessiva das respostas ao estresse, com niveis de glicocorticdides elevados
cronicamente, estd associado com o aumento da susceptibilidade a infeccdo viral e queda na
producdo de anticorpos apds vacinacdo. Tal estresse € vivenciado por pessoas que cuidam de
pacientes com doencga de Alzheimer, estudantes em periodos pré-exames e pessoas sofrendo
estresse ou exercicio extremo (GLASER, 2004).

O estresse repetido, com repetida secrecao de corticosterdides, também pode resultar
em um dano hipocampal. J4 que o hipocampo estd envolvido na supressdo da producdo de

corticosterdides por feedback, niveis elevados de corticosterdides irdo persistir apos estresse



especificamente em pessoas mais velhas, as quais ja sofreram vérios tipos de estresse ao longo
da vida. Desta forma, a capacidade de se adaptar ao estresse declina ao longo dos anos.
(SAPOLSKY, 1990). Black (2002) sugere que doenca inflamatéria cronica deve ser
decorrente do acimulo de reagdes inflamatdrias/estresse cronico repetidos ao longo dos anos,
mas Kelley (2004) mostrou que injecoes de hormdnio de crescimento conseguem reverter a
perda de células associada com a idade em ambos 6rgdos linféides primarios, o timo e a
medula dssea.

Se a resposta ao estresse e/ou a resposta inflamatoéria vai ocorrer, depende de muitos
fatores. Por exemplo, corticosterdides aumentam eventos inflamatérios inicialmente; depois, o
eixo HPA protege contra inflamacdo excessiva (WEBSTER et al., 2002). Sem divida, uma
maior compreensao dos mecanismos fisiol6gicos envolvidos na secrecdo de glicocorticdides e
a sua regulagcdo do sistema imune sob condicdes normais e em doengas € fundamental para
nossa compreensdao da patogénese de doengas inflamatérias e para o desenvolvimento de

terapias efetivas para tais doencas.

1.1.3. ATIVACAO SIMPATICA E ACAO DAS CATECOLAMINAS

O sistema nervoso simpdético (SNS) e seu neurotransmissor primdrio, norepinefrina,
podem aumentar ou inibir a reatividade imune dependendo de alguns fatores como a
magnitude e o tempo de ativagdo simpdtica, as subpopulagdes de leucdcitos que participam da
resposta e a idade e o background genético do hospedeiro (MADDEN, 2003).

A inervacdo de um Orgdo é requerida para o estabelecimento de certas reacdes
inflamatdrias experimentais. Por exemplo, artrite adjuvante, a qual € provocada pela inje¢ao

de adjuvante de Freund na pata, é mais grave nas juntas, as quais Sdo mais ricamente



inervadas. Além disso, se a inervagdo € cortada, a artrite ndo pode ser induzida. Isto também
corrobora com casos clinicos, nos quais a artrite reumatoide desaparece no sitio afetado por
um acidente vascular cerebral (BLACK, 2002).

A epinefrina e a norepinefrina se ligam a receptores a- e - adrenérgicos (AR), os
quais sdo receptores acoplados a proteina G, com diferentes afinidades. Atualmente sdao
descritos nove tipos de receptores adrenérgicos, mas os principais sdo: o, 0o, B, B2 e B3. A
estimulagdo dos B-ARs ativa a adenilato ciclase, aumentando os niveis de cAMP intracelular
e ativacdo da proteina-quinase A (PKA), enquanto a estimulacido de o;-ARs leva a ativacdo
da fosfolipase C e seus efeitos sdo mediados principalmente pelo influxo de Ca** e pela acdo
da proteina-quinase C (PKC). J4 a estimulag¢do dos 0;-ARs causa inibi¢ao da adenilato ciclase
(HEIN; KOBILKA, 1995).

Os PB,-ARs estdo presentes na superficie de quase todas células imunes, com a notavel
excecdo dos clones Th2 (MADDEN, 2003). Desta forma, o sistema nervoso simpatico
também pode alterar o balango Th1/Th2 através da estimulagdo de B-AR nos macréfagos, os
quais passam a liberar IL-10 e t€ém a liberacdo de IL-12 suprimida, e nas células Thl, as quais
sdo inibidas (Figura 3). A liberagcdo de IL-10 por macréfagos apds uma injuria cerebral, por
exemplo, pode ser bloqueada com propanolol, um antagonista -adrenérgico. Em adigdo, a
estimulagdo simpdtica aumenta a produgdo de citocinas Th2 (como IL-10), enquanto inibe a
producgdo de citocinas Th1 (como IL-12) em culturas de sangue total estimulado com LPS. E
agonistas do B,-AR inibem o desenvolvimento de células do tipo Thl, enquanto promove a
diferenciacdo de Th2 (STEINMAN, 2004).

Desta forma, uma secrecdo aumentada sistemicamente de ambos glicocorticoides e
catecolaminas, através da inibicdo e estimulacdo da secrec¢do de citocinas do tipo Thl e Th2,

respectivamente, causam uma supressao seletiva da imunidade celular, mudando para um



padrao humoral de imunidade. Isto é corroborado por estudos que mostram que hormdnios do

estresse inibem a funcao efetora de componentes da imunidade celular, tais como a atividade

de NK, célula T e macréfagos ativados (ELENKOV; CHROUSOS, 2002).
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Figura 1.3. Efeitos sist€émicos dos hormoénios do estresse na producdo de citocinas proinflamatérias e
anti-inflamatérias. Note que glicocorticéides ndo afetam a produgdo de IL-10 por mondcitos/macréfagos, mas
aumentam a producdo de IL-10 e IL-4 pelas células Th2. As catecolaminas aumentam a producdo de IL-10 por
mondcitos/macréfagos, entretanto, eles ndo afetam as células Th2 diretamente, j4 que estas células t€m pouco ou
nenhum receptor B-adrenérgico. * Indiretamente, entretanto, as catecolaminas devem potencializar a producéo de
citocinas pelas células Th2, ja que elas removem a inibicdo destas células exercida pela IL-12. Linhas sélidas
representam estimulac@o; linhas tracejadas representam inibi¢do. APC: antigen-presenting cell; B: B-adrenergic
receptor; GR: glucocorticoid receptor; IL: interleukin; IFN: interferon; Th: linfécito T helper; TNF: tumor

necrosis factor (ELENKOV; CHROUSQOS, 2002).



Ao contrdrio da expressdo mais amplamente distribuida dos B-AR, os o-AR ndo sdo
facilmente detectados sob condi¢des normais. 0-AR tem sido demonstrado na superficie de
macréfagos estimulados e, ao contrario dos B-AR, medeia o aumento da produgdo de TNF-o
provocado pelo LPS. Jd que a resposta a estimulacdo com agonista B-adrenérgico declina
durante a maturacdo de mondcitos humanos em macrdfagos, € possivel que em certos
compartimentos do corpo, o efeito das catecolaminas mediado por «-AR torne-se
transitoriamente dominante (ELENKOV; CHROUSOS, 2002).

Mudangas na expressdo de AR nos leucdcitos tém sido encontradas em vdrias doencas
autoimunes humanas. o;-AR foi demonstrado nos linfécitos de sangue periférico de criangas
com uma forma severa de artrite reumatéide juvenil. A densidade de B-AR e capacidade de
sinalizacdo sdo alteradas nos linfécitos de sangue periférico de adultos com artrite reumatdide
e esclerose multipla. Tais alteracdes devem refletir mudancas na atividade simpdtica e
disponibilidade das catecolaminas, mas também € possivel que o processo da doenca por ele
mesmo provoque mudangas na expressdao dos ARs nos linfécitos que compensam ou
exacerbam a progressio da doenca (MADDEN, 2003). Estes dados precisam ser
experimentalmente testados antes que a manipulacdo da sinalizacio dos ARs possa ser
utilizada terapeuticamente.

Células do sistema imune também sdo expostas a catecolaminas de fonte intracelular.
Recentemente, epinefrina, norepinefrina e seus metabdlitos tém sido detectados nos linfocitos
e macrofagos e podem ser liberados por estimulo ativador (MADDEN, 2003). Estas células
devem sintetizar catecolaminas ou elas captam e estocam de fontes extracelulares.

A fungdo do sistema nervoso simpatico e a sinalizacdo do AR na regula¢do imune t€ém
sido estudadas in vivo por uma variedade de experimentos. O abalo do nervo noradrenérgico

com a neurotoxina 6-OHDA (simpatectomia quimica) ou o tratamento com o antagonista nao



seletivo de B-ARs nadolol antes da imunizagdo reduziu a resposta de anticorpo dirigida por
Th2 e diminuiu a reacdo de hipersensibilidade do tipo tardia ao contato com o agente
sensibilizador, sugerindo que o SNS pode aumentar a reatividade imune (MADDEN, 2003).
A administracdo de epinefrina antes da sensibilizacdo antigénica aumentou a resposta de
hipersensibilidade tardia e aumentou a celularidade dos linfonodos drenantes (DHABBAR,
2002).

Em outros estudos, entretanto, a exposicdo a estressores ou a agentes que ativam o
SNS reduziu as respostas de células T, reatividade imune anti-viral e atividade das células
NK. Esta imunossupressdo foi prevenida pelo tratamento com -bloqueadores. A denervagio
noradrenérgica antes da imunizacao intraperitoneal também aumentou os niveis de anticorpos
no soro em ratos e em camundongos C57BL/6, mas ndo em camundongos BALB/c (revisado
por MADDEN, 2003).

A discordancia entre estes resultados demonstra que o background genético (isto &,
linhagem animal), o sitio de imunizacdo e as células Th envolvidas podem influenciar na
resposta final a um determinado estressor (MADDEN, 2003). O tipo de célula imune
envolvida e o seu estado de maturacio/ativacdo também contribuem para a complexidade das

interacdes das catecolaminas com o sistema imune.

1.1.4. EFEITOS DO ESTRESSE SOBRE A FAGOCITOSE

Estudos sobre os efeitos do estresse sobre a fagocitose tém sido bastante
contraditérios, com alguns trabalhos mostrando diminui¢do da capacidade fagocitica
(PALERMO-NETO et al, 2003; CHEN et al, 2002; GARBULINSKI et al, 1991; BACCAN,

2004), enquanto outros revelam um aumento na fagocitose induzida pelo estresse



(FERRANDEZ e DE LA FUENTE, 1999; BARRIGA et al, 2001; SHILOV e ORLOVA,
2003; SUNDARESAN, et al, 1990; KIZKAI et al, 2001). Isto pode ser explicado pelas
diferencas entre estes trabalhos no tipo e duragcdo do estresse, no estado de ativacdo e na
natureza da célula fagocitica e principalmente nos receptores envolvidos, ja que os diferentes
trabalhos utilizam diferentes tipos de particulas.

Um estudo feito em nosso laboratério por Baccan (2004) sobre a capacidade fagocitica
de macréfagos em condi¢des de estresse pelo frio demonstrou as diferencas nos efeitos do
estresse e nas acdes da corticosterona e das catecolaminas sobre a fagocitose mediada por
diferentes receptores e por diferentes estados de ativagdo do fagdcito: a fagocitose de
imunocomplexos foi diminuida pelo estresse de apenas 10 minutos de durac¢do, enquanto o
mesmo nao ocorreu com a fagocitose de imunocomplexos opsonizados com complemento,
nem com a fagocitose de zimozam. Também foi mostrado que este efeito ocorre apenas em
macréfagos ndo ativados e aponta para possiveis efeitos nao gendmicos da corticosterona na
inibi¢do na fagocitose.

Nenhum estudo, porém, tem relacionado o estresse ou a agdao de seus hormonios com a
fagocitose de células apoptdticas, um evento importante na resolu¢do da inflamacdo e na
homeostase celular, sendo sua investigacdo de grande interesse, ja que, assim como alteracdes
no eixo HPA, alteragdes na fagocitose de células apoptdticas também levam ao

desenvolvimento de doengas autoimunes.



1.2. FAGOCITOSE DE CELULAS APOPTOTICAS

1.2.1. ASPECTOS GERAIS

A regulacdo da homeostase em organismos multicelulares envolve a geragdo de novas
células por proliferacdo celular bem como a remocdo de células danificadas ou indesejadas
por apoptose, a qual caracteriza-se por mudangas iniciais da membrana celular, condensagao e
fragmentacdo da cromatina e formacdo de corpos apoptoticos (MESSMER;
PFEILSCHIFTER, 2000). Este tipo de morte celular programada tem uma fun¢do central em
muitos processos bioldgicos fundamentais, incluindo “turnover” tecidual normal,
remodelamento de tecidos embrioldgicos, desenvolvimento do sistema imune € no processo
de resolucao da inflamacao (MADERNA; GODSON, 2003).

A apoptose de células residentes e de células imunes em um sitio inflamatério, é
muitas vezes, engatilhada por macréfagos ativados, os quais também destroem a matriz
extracelular através da producdo de metaloproteinases, tanto direta como indiretamente. Os
macréfagos tém um arsenal de citocinas e radicais livres que tém sido descritos como sendo
pré-apoptoticos para diferentes células. Entretanto, os macréfagos limitam a inflamagao e a
injuria tecidual pela rdpida remocao destas células que estao morrendo (DUFFIELD, 2003).

Examinando a ingestdo de células senescentes por macréfagos através de microscopia
eletronica, pode-se sugerir que esta internalizacdo seja similar ao mecanismo de “ziper”
observado na fagocitose mediada por receptores Fc, no qual interacdes repetidas entre os
ligantes na célula alvo e seus receptores na célula fagocitica sdo requeridas até a completa

internalizacdo da particula ser atingida (GILES er al, 2000). Este mecanismo ¢é diferente



daquele ocorrido durante a fagocitose mediada por complemento, no qual o alvo submerge no
fagécito com um minimo distirbio da membrana. Em suporte a isso, a estabilizacdo de
microtibulos via elevacdo de cGMP (cyclic guanosine monophosphate) nao afetou a
fagocitose de neutréfilos apoptoéticos, enquanto que a quebra dos microfilamentos apés
elevacdo de cAMP (cyclic adenosine monophosphate) preveniu a ingestdao (ROSSI et al.,
1998).

Quando os macréfagos ingerem particulas opsonizadas, agentes estranhos ou células
necrdticas, eles engatilham uma resposta pré-inflamatoria; no entanto, a ingestdo de células
apoptoticas pelos macréfagos nao promove a sua ativagdo, o que deve ser importante para a
remocado "silenciosa" destas células no processo fisiolégico normal (FADOK et al., 1998). De
fato, muitos estudos in vitro t€ém demonstrado que quando macréfagos fagocitam células
apoptoticas, sejam elas neutréfilos, linfécitos ou células do estroma, eles nao produzem nem
liberam mediadores pré-inflamatérios como IL-1, IL-6, IL-12, TNF-a,, MCP-1 e MIP-10.
Porém, estes macréfagos ndo sio inertes, eles produzem mediadores anti-inflamatorios, tais
como TGF-B, PAF (platelet-activating factor) e PGE,, os quais suprimem uma resposta
inflamatoéria através de mecanismos autdocrinos e paracrinos (Figura 4) (FADOK et al., 1998).
Alguns estudos, como o de Byrne e Reen (2002), também mostram a liberacao de IL-10 por
estes macrofagos. Além disso, os macréfagos passam a expressar transglutaminase tecidual, a
qual promove reacdes cruzadas de proteinas da matriz, tais como fibronectina, coldgeno,
fibrinogénio, laminina e osteopontina, produzindo uma estrutura polimérica resistente a
hidrdlise por proteases. Hd também dados que sugerem que os macrofagos que fagocitam
células apoptdticas sdo importantes na angiogénese, ja que eles geram um grande nimero de

citocinas angiogénicas, incluindo VEGF, bFGF, TGF-a e TNF-oo (DUFFIELD, 2003).
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Figura 1.4. Os trés passos da remog¢do de células apoptdticas: (A) As células que estdo morrendo
liberam sinais soldveis de “find-me”, os quais atraem fagdcitos profissionais. (B) Uma vez no sitio de acdo, em
intimo contato com a célula apoptdtica, o fagdcito reconhece sua presa pela presenca de sinais de “eat-me” e
auséncia de sinais de “don’t eat-me” na superficie da célula apoptética, conduzindo assim, a internalizacdo desta.
(C) Tendo ingerido as células apoptéticas, o fagdcito comeca a produzir citocinas anti-inflamatdrias, como IL-10
e TGF-, criando assim um ambiente anti-inflamatério ao redor do sitio de morte da célula apoptética (LAUBER

et al., 2004).

Segundo Filaci e colaboradores (2003), a fagocitose de células apoptoéticas também
inibe a apresentacdo de antigenos exdgenos pelos macréfagos as células T. Tal inibicao é
mediada pela ativagdo dos mecanismos que induzem o comportamento funcional anti-
inflamatério dos macréfagos, mas também pela ligacdo do DNA apoptético a molécula HLA
de classe II deste fagocito. Este fendmeno colabora para a queda da expressdao de HLA II na
membrana do macréfago, o qual também inibe a apresentacdo de antigenos pelas células
dendriticas vizinhas através da secrecio de TGF-f.

Desta forma, a fagocitose de células apoptéticas pelo macréfago promove sua
mudanca de uma célula inflamatéria degradadora de matriz e promotora de morte celular para

uma célula anti-inflamatoria que secreta e estabiliza novos componentes da matriz, prolifera



células e recupera o tecido. Este efeito apds a fagocitose de células apoptdticas tem longa
duracdo, ja que mesmo apds 48h da ingestdo, os macréfagos foram incapazes de responder a
um estimulo inflamatério (DUFFIELD, 2003).

Um estudo feito por Voll e colaboradores (1997) sobre a ligagdo entre mondcitos
humanos e linfécitos apoptéticos, mostrou similaridade no comportamento do mondcito com
o do macréfago, ja que a ligacdo de células apoptdticas inibiu sua ativacdo induzida por LPS e
também promoveu a producio de citocinas anti-inflamatérias. Como os mondcitos t€m pouca
capacidade para fagocitose de particulas ou células, somente a ligacio com as células
apoptoticas deve ser suficiente para sinalizar mudangas no fenétipo destas células.

Ao sofrerem apoptose, os leucdcitos perdem sua habilidade de responder a sinais
recebidos e de liberar contetidos toxicos, os quais sdo lacrados por uma liga¢do cruzada na
membrana de proteinas intracelulares. Desta forma, uma célula apoptdtica ndo oferece
nenhum perigo para o tecido ao redor, ao contrdrio de uma célula necrética, a qual tem sua
membrana rompida e seu conteido interior extravasado (MAGNUS et al, 2002). Os efeitos
pro-inflamatorios das células necréticas tém sido ligados a liberacao de proteinas de choque
térmico, proteina cromossomal HMGB1 (high mobility group box chromosomal protein 1) e
altas concentragdes de acido drico (ROOS et al, 2004), os quais ndo ocorrem em células
morrendo por apoptose, mesmo nos estadgios mais tardios.

No entanto, se as células apoptéticas ndo forem fagocitadas rapidamente, elas poderao
sofrer necrose secunddria, liberando quantidades significativas de enzimas tdxicas, as quais
sdo prejudiciais para o tecido circundante, e se a necrose secunddria for abundante, o pH
intersticial pode cair e enzimas lisossomais podem ser ativadas. Ao mesmo tempo, inibidores
de proteinases podem ser inativados pela oxidagcdo nos tecidos que contém células mortas

(HENSON; JOHNSTON, 1987). Além disso, a falha na remocao de células apoptéticas pode



potencializar a apresentacdo de peptideos autoantigénicos. O processo de apoptose no qual
caspases degradam proteinas, permite a formagdo potencial de neoantigenos capazes de
induzir uma resposta autoimune em individuos susceptiveis, possivelmente devido a uma
deficiéncia fagocitica por macrofagos residentes. E a ingestdo destes autoantigenos pelas
células dendriticas deve conduzir a uma apresentacao profissional para os linfocitos T naives
e, portanto, a perda da tolerancia (Figura 5) (HERMANN et al, 1998). A persisténcia de
destrogcos apoptdticos, na forma de nucleossomos e spliceossomos ocorre no surgimento do
lupus eritematoso sisttmico (TAX et al, 1995). Entretanto, a habilidade das células
dendriticas em promover uma resposta imune aos antigenos expressos pelas células
apoptoticas pode ser um mecanismo Util na terapia contra tumores (MADENA; GODSON,

2003).
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inflamatdria e & manutengdo da tolerancia ao préprio. Ao contrdrio, se a fagocitose destas células for prejudicada
por algum motivo, como a opsoniza¢do inapropriada, ocorrerd uma perda da tolerdncia ao prdprio, podendo

ocorrer o desenvolvimento de doencas autoimunes (ROOS et al., 2004).

Portanto, a fagocitose de células apoptéticas € um processo vital na homeostase celular

em todos os tecidos, e principalmente em respostas inflamatorias.



Logicamente, falhas no processo de morte celular, no processo de remog¢ao destas
células apoptéticas ou nos caminhos de sinalizagdo intracelular do macréfago, perturbarao o
processo normal, conduzindo a uma ativacdo do macréfago excessiva ou inadequada, com a

conseqiiéncia de uma inflamacao persistente e exacerbada (DUFFIELD, 2003).

1.2.2. RECONHECIMENTO E INGESTAO DAS CELULAS APOPTOTICAS

Sinais de “find me”

Embora a maioria dos tipos celulares seja provavelmente capaz de fagocitar material
apoptotico in vivo (KERR et al, 1972), os fagocitos profissionais, como macréfagos e células
dendriticas imaturas, sdo os principais responsaveis pela remocao de células apoptéticas em
mamiferos. No entanto, como as células que estdo morrendo e os fagdcitos nio se localizam
intimamente préximos, surge a questdo: como os fagdcitos encontram as células apoptoticas
em tempo antes que elas sofram necrose secundaria? Lauber e colaboradores responderam
esta questdo ao mostrarem a secrec¢do do lipidio lisofosfatidilcolina (LPC) como um sinal de
atracdo soluvel pelas células apoptéticas, o qual direciona o macréfago para o sitio de agdo.
Este fator soluvel € liberado pela fosfolipase A2 independente de calcio citosélico (iPLA2), a
qual € ativada pela clivagem dependente de caspase-3 (LAUBER et al, 2004). Entretanto, ndo
se sabe como a LPC gerada na camada interna da membrana plasmaética transloca para a
camada externa e finalmente é secretada. Além disso, Ravichandran (2003) identificou um
suposto receptor para LPC nos fagdcitos, o G2A, o qual € acoplado a proteina G, assim como

receptores para outras quimiocinas.



Embora os autores pudessem identificar uma concentracdo de LPC no sobrenadante de
células apoptoticas, esta foi muito menor do que a concentragdo necessdria para haver o
mesmo nivel de migragao dos fagdcitos. Uma possivel explicagdo para esse resultado € que a
LPC poderia ser convertida a outros produtos por componentes do soro. Alternativamente, a
LPC poderia facilitar a migracao do fagécito em conjunto com outras moléculas também
derivadas das células apoptéticas (RAVICHANDRAN, 2003). Outros grupos de
investigadores t€ém mostrado a liberacdo de fatores protéicos que atraem os fagdcitos,
nomeados dimero protéico ribossomal S19, “split human tyrosyl-tRNA synthetase” e

trombospondina-1, corroborando esta tltima hipétese (revisado por LAUBER et al., 2004).

Sinais de “‘eat me” e “don’t eat me”

As células senescentes sao reconhecidas por alteragdes especificas nos marcadores de
superficie celular que ocorrem por oxidag@o ou por modificacdes nos carboidratos ou na carga
durante o processo apoptdtico (LAUBER ez al, 2004). Um evento inicial bem reconhecido
neste processo € a oxidacao dos fosfolipidios e posterior perda de sua assimetria na membrana
celular, conduzindo a exposicdo de fosfolipidios tais como fosfatidiletanolamina,
fosfatidilcolina e fosfatidilserina na camada externa da membrana (ROOS er al, 2004). Este
evento envolve a simultanea inibi¢do da aminofosfolipidio translocase — a qual é essencial
para a manutencao da assimetria dos fosfolipidios na membrana — e a ativacio da fosfolipidio
“scramblase” - que facilita 0 movimento bidirecional de todas as classes de fosfolipidios

através da bicamada (KAGAN et al, 2003). A exposi¢do de fosfolipidios também ¢é facilitada

pelo transportador ABC1 (ATP-binding cassete 1), que desempenha uma fun¢do tanto nas



células fagociticas como nas células alvo para uma eficiente fagocitose (MADERNA;
GODSON, 2003).

Uma vez na superficie das células apoptéticas, os fosfolipideos sao o fator principal no
reconhecimento pelos fagdcitos. A fosfatidilserina (PS) € reconhecida por diferentes
receptores nas células fagociticas, o mais representativo deles € o receptor de PS clonado por
Fadok e colaboradores (2000). Recentemente tem-se observado que a PS ndo se liga
diretamente ao seu receptor, mas sim indiretamente através da anexina I, uma proteina
intracelular que, durante o processo de apoptose, transloca do citosol para a placa rica em PS
na camada externa da membrana plasmatica (ARUR et al, 2003). A ligagcao do receptor de PS
tem demonstrado ser um mecanismo primdrio para o bloqueio da liberagdo de citocinas pré-
inflamatérias in vitro e in vivo (SOMERSAN; BHARDWAJ, 2001).

Mecanismos de reconhecimento adicionais, especificamente em relacdo a macréfagos,
tém sido descritos. Estes incluem as integrinas avPB3 e avf5, receptores “scavenger” das
classes A e B (CD36), o receptor tirosina quinase Mer, o receptor de [2-glicoproteina I,
CD14, os receptores para componentes do complemento CR3, CR4 e receptor de Clq,
transportador ABC1, receptor de manose e receptores de colectina (revisado por FADOK et
al., 2001).

Surpreendentemente, a ligacao individual ou multipla destes receptores com células
apoptéticas causou a interacdo, mas pouca internalizacdo destas células. Ao contririo, a
ligacdao apenas do receptor de PS ndo promoveu nem a interacdo nem a internalizacdo.
Entretanto, a ligacdo do receptor de PS e de outros receptores resultou na ingestido da célula.
Baseado neste estudo, Somersan e Bhardwaj (2001) propuseram um novo paradigma para a
ingestdao de células apoptdticas: o mecanismo de “tether and tickle”, que postula que a

variedade dos sinais de “eat me” garante o reconhecimento das células apoptéticas pelos



fagdcitos, enquanto a interacdo da PS externalizada com o receptor de PS € responsavel pela
“cocega” no fagdcito necessdria para que ocorra a completa internalizacdo e a simultanea
secrecdo de citocinas imunossupressoras.

Além disso, os proprios macréfagos demonstraram apresentar PS em sua superficie, o
que ¢é requerido para a fagocitose de alvos que também expressem este fosfolipidio (KAGAN
et al., 2003). A partir destas observacoes, surge a questdao de como as células que expressam o
sinal comum dependente de PS podem escapar do reconhecimento do macréfago. Uma
especulacdo é que a sinalizacdo pela extenalizacdo de PS deva depender da densidade deste
fosfolipidio na superficie, j4 que quantidades baixas ou intermedidrias de PS ou a sua
exposicdo transitéria ndo foi suficiente para promover a remog¢ao. Alternativamente, células
nao apoptdticas positivas para PS devem falhar em expressar cofatores adicionais necessarios,
tais como mediadores quimiotdticos ou ligantes acessérios (tal como PS oxidada), requeridos
para a estimulac¢do dos macréfagos (KAGAN et al, 2003).

Além dos receptores na membrana dos fagdcitos, um ndmero de proteinas soliveis se
liga a PS e pode atuar como uma ponte entre células apoptdticas e fagdcitos, tais como [32-
glicoproteina 1, Gas6 (growth arrest-specific gene 6) que se liga a Mer quinase, proteina S,
trombospondina, a qual se liga nos fagdcitos através do complexo avB3/CD36 e MFG-E8
(milk-fat globule epidermal grawth factor 8) que se liga ao receptor avf3. Algo
extremamente interessante € que a fonte de MFG-E8 seja o préprio macréfago ativado
(revisado por MADERNA; GODSON, 2003).

Alguns dados sugerem uma fung¢do para componentes do complemento como Clq
(OGDEN et al, 2001) e iC3b (TAKIZARA et al, 1996) na opsonizacao de certas células
apoptoticas, promovendo seu reconhecimento acelerado. A ligagdo de autoanticorpos IgM as

células apoptéticas deve ser responsavel pela maior parte da ligagdo de Clq e ativagdo do



complemento (ROOS et al., 2004). Além do complemento, as pentraxinas soro amiléide P
(SAP), proteina reativa C (CRP) e pentraxina-3 (PTX3), geradas durante inflamacgao aguda,
também opsonizam células apoptéticas tardias (ou células necréticas pds-apoptoéticas) através
do reconhecimento de autoantigenos nucleares e outras microparticulas que sdo liberadas pela
célula durante a morte. Estas pentraxinas promovem a ingestdo destas células através de
receptores FcyRI e FcyRIII nos macréfagos (MOLD et al., 2002) bem como a ligacdo
secundédria de Clq e ativagdo do complemento. A susceptibilidade de pacientes com
deficiéncia nestes opsonizadores a doenca autoimune renal no lupus eritematoso sistémico,
deve ser parcialmente explicado pelo excesso de células apoptéticas livres ndo ingeridas no
glomérulo inflamado (GILES et al., 2000). Camundongos com defeitos no receptor Mer, na
forma secretada de IgM ou no receptor da LPC também mostram autoimunidade (revisado por
LAUBER et al, 2004).

MBL (mannan-binding lectin) também pode se ligar as células apoptdticas via seu
dominio lectina. Entretanto, esta interacdo ndo conduz a ativacdo do complemento. Outros
membros da familia de colectinas incluem as proteinas surfactantes A (SP-A) e D (SP-D), as
quais também promovem a fagocitose de células apoptéticas por macréfagos humanos e de
ratos (ROOS et al., 2004).

A calreticulina pode se ligar as colectinas - Clq, MBL, SP-A e SP-D - e também ao
receptor nos fagdcitos CD91, o qual medeia a fagocitose. Desta forma, o complexo CD91-
calreticulina atua como um receptor de colectina na superficie dos macréfagos e pode mediar
a fagocitose de células apoptéticas opsonizadas com Clq, MBL, SP-A ou SP-D (Figura 6)

(ROOS et al., 2004).
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Figure 1.6. A sinapse de engolfamento. A célula apoptdtica expde vdrios sinais que sdo reconhecidos
direta ou indiretamente via diferentes moléculas e diferentes receptores. ABCl: ATP binding-cassette-
transporter 1; AnxI: Anexina I; f2-GPI: B2-glycoprotein-I; C1q: proteina do complemento C1q; C3b/bi: proteina
do complemento C3b/bi; CD14: receptor de lipopolisacarideo; CD91: receptor de calreticulina; CR3:
complement receptor 3; CR4: complement receptor 4; CRT: calreticulina; Gas6: growth arrest-specific 6; ICAM-
3: intercellular adhesion molecule 3; LOX1: receptor de lipoproteina oxidada; MBL: mannose binding lectin;
Mer: receptor-tirosina-quinase; MFG-E8: milk-fat-globule-EGF-factor 8; OxLDL: oxidized low-density
lipoprotein particle; Prot S: proteina S; PS: phosphatidylserine; SP-A/D: surfactant protein A or D; SR-A:
scavenger receptor; TSP-1: thrombospondin-1 (LAUBER ez al., 2004).

A ligacdo de SAP, a fosfatidiletanolamina, e de Clq as células apoptdticas iniciais é
muito mais fraca do que a ligacdo as apoptéticas tardias, e a ligacdo de MBL e PTX3 foi
exclusivamente demonstrada nestas células com estdgio de morte mais avancado (ROOS et
al., 2004). Como conseqii€ncia da ativagdo do complemento, a deposicdo de C4 e C3 também
é um evento tardio durante a apoptose. E dificil estimar como células apoptéticas tardias

ocorreriam in vivo, porém, como camundongos e humanos deficientes em Clq, mostram

o

impedimento na remocdo de células apoptéticas e sdo fortemente susceptiveis

(@'N

autoimunidade (ROOS et al., 2004), a contribuicdo do Clq no sistema de remogao

aparentemente importante.



Embora tenha sido amplamente assumido que fagdcitos sdo hdbeis a reconhecer
alteracdes na membrana plasmdtica que distinguem células apoptéticas de suas vizinhas
vidveis, torna-se possivel que os fagdcitos também respondam a uma perda de sinais que
caracterizem interagdes entre células vidveis.

Recentes dados evidenciam a presenga de um sinal repulsivo entre leucécitos. Brown e
colaboradores (2002) observaram que os receptores de superficie celular CD31, localizados
tanto nos macréfagos como nas células apoptoéticas, se ligam firmemente através de interagao
homofilica, mediando assim, o reconhecimento. A mesma interacdo entre 0s mesmos
receptores em células vivas ndo resulta em ligacao.

Andlises mais detalhadas das modificagdes de proteinas da membrana no decorrer da
apoptose provavelmente elucidard se ha marcadores adicionais que possam contribuir para a
protecao de células ndo-apoptéticas de serem acidentalmente ingeridas vivas.

A descoberta da relagdo entre esta variedade de moléculas com o reconhecimento de
células apoptéticas sugere uma redundancia funcional considerdvel nos caminhos moleculares
que sdo usados na remog¢do fagocitica; isto talvez garanta que a eliminacdo de células
apoptéticas nio seja comprometida por mutagdes genéticas em qualquer um dos caminhos
(GILES et al., 2000).

O reconhecimento individual ndo € totalmente independente do tipo de célula
fagocitica e/ou célula apoptética alvo. Isto € observado, por exemplo, em um estudo no qual
anticorpos para CD14 foram pobres inibidores da ingestdo de neutréfilos apoptéticos, mas
bons inibidores do reconhecimento de linfécitos apoptoticos. Fagocitos de diferentes tecidos
e/ou de diferentes espécies também podem utilizar diferentes caminhos, o que foi observado

in vitro em um trabalho no qual a exposicdo da PS (fosfatidilserina) foi implicada no



reconhecimento de leucdcitos apoptdticos por macréfagos inflamatérios de camundongo, mas
nao por macréfagos derivados de mondcitos humanos (revisado por SAVILL et al., 2002).

A eficiéncia da interiorizagdo de células apoptéticas também depende se os
macréfagos sdo estimulados a reconhecer PS. Macréfagos ndo estimulados reconhecem
neutréfilos apoptéticos, por exemplo, pela rota avB3/CD36/trombospondina, pelo sistema
“scavenger” e pelo sistema de lectina, enquanto macréfagos estimulados podem passar a
reconhecer PS e lipoproteina de baixa densidade oxidada, utilizando-se principalmente destas
vias (MESSMER; PFEILSCHIFTER, 2000).

Uma melhor compreensdo e a manipulacdo dos defeitos na remocdo de células
apoptéticas e na sua sinaliza¢do inibitdria, tal como deficiéncia em Clq, deve conduzir a

novas intervengdes terapéuticas no futuro para doengas inflamatorias.

Sinalizacao intracelular

A maioria das descobertas sobre eventos de sinalizacdo intracelular na fagocitose de
células apoptoticas vem de experimentos realizados em Caenorhabditis elegans. Neste
nematddeo os genes de fagocitose caem em dois conjuntos parcialmente redundantes: (1) ced-
1, ced-6, ced7 e (2) ced-2, ced-5, ced-10, ced-12 (REDDIEN et al.,2001).

Cedl, ced-6 e ced-7 codificam uma proteina transmembrana semelhante ao receptor
scavenger, uma proteina adaptadora contendo dominio de ligacio a proteina e um
transportador ABC, respectivamente. Interessantemente, no nematédeo, um gene funcional
ced-7 € requerido em ambos alvo e célula fagocitica para uma ingestio efetiva, uma situacao

também observada para ABC1 em células de mamiferos (REDDIEN et al.,2001).



Ced2, Ced5, Cedl0 e Cedl2 codificam os homdlogos de mamiferos Crk, Dock180,
Rac e ELMO, respectivamente, e funcionam na célula fagocitica transduzindo outro sinal de
célula apoptética desconhecido até o citoesqueleto de actina. Em células de mamiferos, ced-
12/ELMO1 cooperam funcionalmente com CrkIl e DOCKI180 upstream de ced-10/Racl,
conduzindo ao rearranjo do citoesqueleto (REDDIEN et al.,2001).

Além de ser dependente de energia e requerer os elementos do citoesqueleto intactos, a
ingestdo de neutrdfilos apoptdticos por macréfagos também necessita da a¢do da proteina
quinase C e de tirosinas quinases in vitro (GILES et al., 2000).

Entretanto, mais andlises bioquimicas e genéticas dos caminhos de sinalizacdo que
controlam a ingestdo de células apoptéticas serdo necessdrias para uma melhor compreensao

destes processos fundamentais.

1.2.3 MECANISMOS REGULATORIOS DA FAGOCITOSE DE CELULAS

APOPTOTICAS

Embora muitos caminhos moleculares pelos quais fagdcitos reconhecem células
apoptoticas terem sido identificados, os mecanismos que controlam a capacidade fagocitica
para a remocdo destas células sdo menos compreendidos. Certamente, se a inducdo de
caminhos apoptéticos é alvo para uma potencial terapia contra cancer e doencas inflamatorias,
uma estratégia paralela para maximizar a fagocitose também € requerida para se evitar as
conseqii€éncias deletérias do acimulo de células necréticas secundérias (GILES et al., 2001).

Sabe-se que a capacidade para fagocitose de células que estdo morrendo ¢ influenciada
por mediadores soluveis, tais como citocinas (REN; SAVILL, 1995), lipoxinas (MADERNA;

GODSON, 2003), prostaglandinas (ROSSI et al., 1998) e glicocorticéides (LIU et al., 1999).



A cultura de macréfagos derivados de mondcitos com GM-CSF, IL-1f, IFN-y, TNF-a
ou TGF-B1 por 4 horas aumentou significantemente a fagocitose de neutréfilos apoptéticos.
Embora em roedores IFN-y parece ter efeitos inibitérios (REN; SAVILL, 1995). IFN-
também teve seu efeito estimulatdrio sobre a fagocitose mediada por micréglia (CHAN et al.,
2003). Estes resultados devem sugerir um mecanismo de “feedback” das citocinas pro-
inflamatérias no controle da reagdo autoimune. A citocina do tipo Th2 (IL-4), no entanto,
reduziu a quantidade de células apoptéticas ingeridas por micréglia (MAGNUS et al., 2002).

As lipoxinas sdo formadas por leucdcitos durante interacdo célula-célula sob uma
variedade de condi¢Oes, incluindo inflamagdo, e elas representam uma classe dnica de
mediadores lipidicos com potente acdo anti-inflamatéria. Foi observado que a fagocitose de
polimorfonucleares apoptéticos € estimulada por lipoxinas, a qual ¢ mediada por proteina
quinase C e PI-3 quinase (fosfatidil inositol) e associada ao aumento na producao de TGF-f3.
Este mecanismo regulatério mostrou ser independente do receptor de PS (MADERNA;
GODSON, 2003).

Alguns pesquisadores observaram que a elastase, uma protease intracelular que é
liberada por células inflamatérias nas vias aéreas durante inflamac¢do pulmonar, cliva o
receptor de PS na superficie dos fagdcitos, contribuindo assim para a queda na remocgao de
células apoptéticas (KAGAN et al., 2003). Como a fagocitose de células apoptéticas
estimulada por lipoxinas parece ser independente do receptor de PS, uma potencial funcdo
terapéutica das lipoxinas em doengas pulmonares com inflamagao excessiva tem sido sugerida
(MADERNA; GODSON, 2003).

As prostaglandinas PGE, e PGD, reduzem a propor¢do de macréfagos que fagocitam
células apoptéticas especificamente pela elevagdo intracelular de cAMP, o qual esta associado

com a redistribui¢do das proteinas do citoesqueleto, incluindo actina, talina e paxilina e com



alteracdes morfoldgicas profundas indicativas de mudangas na fun¢ao adesiva do macréfago
(ROSSI et al, 1998).

O primeiro estudo dos efeitos de glicocorticéides sobre o processo fagocitico de
células apoptoticas foi feito por Liu e colaboradores (1999), o qual mostrou que o tratamento
de fagocitos (macréfagos derivados de mondcitos humanos, células mesangiais, € macréfagos
elicitados do peritdnio ou derivados da medula 6ssea de camundongos) por 24 horas com
metilpredinisolona, dexametasona e hidrocortisona potencializou a fagocitose de células
apoptoticas (neutrofilos, eosindfilos e células T Jukart), com o requerimento da sintese de
proteinas. A fagocitose aumentada por metilpredinisolona falhou em estimular a liberagao das
quimiocinas IL-8 e MCP-1 pelos fagdcitos, mas ndo suprimiu a liberacdo destas quimiocinas
apos a fagocitose de zymosan opsonizado.

A maior capacidade fagocitica induzida por glicocorticéides resultou de mudancas na
reorganizacdo dos elementos do citoesqueleto dependente de adesdo do macréfago. Dessa
forma, os macrdfagos tiveram altos niveis de Rac ativo, reduzida fosforilagdo de paxilina e
PYK?2 (os quais sdo importantes componentes da adesdo) e queda na expressao de p130CAS,
um mediador da sinaliza¢do relacionado a adesao (GILES et al., 2001).

HLA-DR, FcyRIIl e CD163 foram expressos em niveis elevados em macréfagos
tratados com dexametasona, enquanto a expressdo de CD44, CD44v3, ICAM-1 e integrina B3
foi significantemente reduzida. Estas alteracdes nas moléculas de superficie e na capacidade
de reorganizacdo do citoesqueleto e dos caminhos de sinalizacdo relacionados a adesdo
induzidas por glicocorticéides parecem ser importantes na eficiente ingestdo fagocitica das

células apoptéticas (GILES et al, 2001).



Entretanto, estudos feitos com glicocorticéides sintéticos apresentam algumas
limitagdes, ja que eles podem ser expelidos de dentro dos leucdcitos. Além disso, seus efeitos
requerem muitas horas de tratamento (LIU et al, 1999).

Portanto, mais estudos sao requeridos para estabelecer se estas descobertas podem ser
extrapoladas para condicdes inflamatérias in vivo, as quais sdo evidentemente mais
complexas, e a definicdo das influéncias regulatérias in vivo serd crucial para o
desenvolvimento de estratégias terap€uticas futuras para o tratamento de doengas

inflamatdrias, alérgicas e autoimunes.
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2. OBJETIVOS

O objetivo deste trabalho foi verificar a influéncia do estresse por baixas temperaturas
na capacidade dos macréfagos para realizarem a ingestdo de timdcitos apoptéticos. Desta

forma, os objetivos especificos foram:

(1) Observar efeitos do estresse agudo (por 4 horas) e também de um estresse
hiperagudo (por 10 minutos), ja que efeitos rdpidos do estresse t€m sido observados em

trabalhos realizados por Baccan e colaboradores (2004).

(2) Correlacionar os niveis plasmaticos de corticosterona, epinefrina e norepinefrina
com os efeitos do estresse sobre as fung¢des dos macréfagos, ja que eles sdo os principais

hormonios liberados durante o estresse.

(3) Comparar as mudancas nas funcdes de macréfagos residentes da cavidade
peritoneal do camundongo com as de macréfagos ativados com LPS, ja que estas células tém
mostrado respostas inversas sob influéncia do estresse em alguns trabalhos como o de Baccan
(2004), no qual situacdes de estresse t€m provocado um aumento da funcdo imune de
macréfagos ativados, enquanto possuem efeito imunossupressor sobre macréfagos nao

ativados.

(4) Analisar a interacdo do timdcito apoptético com o macréfago (fase de
reconhecimento), € o seu processo de interiorizacdo, ja que estes sdo 0s principais fatores

celulares envolvidos no processo da fagocitose.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Animais:

Para todos os experimentos, foram utilizados camundongos machos BALB/c pesando
aproximadamente 25g obtidos do biotério da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto e
mantidos no biotério do Departamento de Bioquimica em temperatura (25°C) e periodo de luz

controlados e com dgua e alimento a vontade.

3. 2. Exposicao dos animais a condicoes de estresse:

Uma semana antes dos experimentos, os camundongos foram separados e mantidos
separadamente em cada gaiola, de forma a evitar o estresse no momento da retirada dos
animais. Foram utilizadas duas condi¢des de estresse por baixa temperatura: (1) estresse
hiperagudo, no qual os animais foram incubados em gaiolas de dimensdes padronizadas a
-15°C durante 10 minutos e (2) estresse agudo por incubag¢do dos animais a 4°C por um
periodo de 4 horas, sendo os macréfagos peritoneais retirados imediatamente apds esta

incubacdo.

3. 3. Isolamento dos timocitos e induciao de apoptose:

Apoés sua remogdo, o timo foi macerado em meio de cultura RPMI 1640 (Sigma)

suplementado com 2% de soro bovino fetal (FBS) inativado (Gibco), penicilina (0,1g/L),



estreptomicina (0,1g/L), bicarbonato de sédio (2,2g/L) e piruvato de sédio (0,11g/L) para se
obter uma suspensdo de timdcitos. Estes foram cultivados em meio com dexametasona
(Sigma; concentracdo final de 1uM) a 37°C em uma atmosfera de 5% de CO, por 3 horas
para induzir apoptose, como descrito por Licht e colaboradores (1999). Este tempo
relativamente pequeno para obtencdo da apoptose foi escolhido com a finalidade de
minimizar a quantidade de células que sofreram necrose secunddria. Desta forma, a
quantidade de células apoptéticas iniciais obtidas foi de aproximadamente 25%, enquanto a de
células necrdticas e apoptéticas tardias foi menor que 4%.

Ap6s a lavagem por centrifugacdo para a retirada do FBS e da dexametasona, os
timdcitos foram ressuspendidos em meio com 2% de FBS (utilizados no ensaio da fagocitose)
ou em meio com 0,4% de soro albumina bovina (BSA - Sigma) (utilizados no ensaio da
interacdo). Devido a auséncia de interioriza¢do (mas nao de interacdo) das células apoptdticas
sob condig¢des livres de soro, a interacdo e a fagocitose podem ser estudadas separadamente
neste sistema como descrito por Lich er al (1999) sem a necessidade de bloquear a
internalizacdo por métodos mais artificiais.

A apoptose foi determinada quantitativamente por citometria de fluxo apds a adi¢cao de
anexina V-FITC juntamente com iodeto de propideo (R&D Systems). A anexina V-FITC se
liga a fosfatidilserina nas células que estdo morrendo (apoptdticas e necréticas), enquanto o
iodeto de propideo cora o DNA, mas por ser uma molécula relativamente grande, ele s6
penetra nas células cuja membrana plasmdtica ja perdeu a integridade (Vermes et al, 1995).
Desta forma, como € possivel ver na figura 3.1 , as células duplo negativas sao células vivas;
as duplo positivas sao células necréticas e apoptéticas tardias; enquanto as que sao anexina-V

positivas e iodeto de propideo negativas, sdo as apoptdticas iniciais.
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Figura 3.1. Timdcitos tratados com dexametasona por 3 horas.

3. 4. Isolamento e ativacao de macrofagos peritoneais:

Os camundongos foram sacrificados por inalacdo de cloroférmio imediatamente apds
o estresse. Os macréfagos foram colhidos injetando-se 3 mL de solu¢@o balanceada de Hank
na cavidade peritoneal do camundongo, e a suspensdao celular obtida foi adicionada a
superficie de laminulas de vidro para a aderéncia dos macréfagos por 15 minutos, como
descrito por Mantovani (1987). Estas laminulas foram lavadas em solu¢do de Hank para a
remogao de células ndo aderentes. Para a realizacdo dos experimentos com macréfagos
ativados, os camundongos foram estimulados com 50ug de LPS (diluido em 500uL de PBS)
intraperitonealmente 4 dias antes da exposi¢do ao estresse e realizacdo do experimento. J4 a
ativacdo in vitro foi feita cultivando-se os macréfagos em meio com 10ng/ml de LPS durante

5 ou 24 horas antes da exposi¢do aos hormonios do estresse.



3. 5. Ensaio de fagocitose e de interacao:

As laminulas contendo os macréfagos aderidos foram colocadas em placas de 24
pocos, onde os timdcitos (2 x 106/mL) foram adicionados, e entdo, as c€lulas foram cultivadas
por 45 minutos a 37°C em uma atmosfera de 5% de CO,.

As laminulas imersas em meio contendo soro foram enxaguadas com uma lavagem
vigorosa utilizando-se uma pipeta para remover os timdcitos ndo fagocitados (inclusive os
ligados). Quando o meio ndo continha o soro, resultando apenas de interag¢do, as laminulas
foram lavadas suavemente em 0.4% de BSA para a remocao dos timdcitos nao ligados, como
descrito por Licht e colaboradores (1999). As células foram fixadas com glutaraldeido a 2% e
coradas com Giemsa.

Para avaliar os resultados, foram contados em um dado campo microscépico: 200
macréfagos, avaliando-se quantos destes estavam fagocitando (ou com células aderidas) e
quantos timocitos fagocitados (ou aderidos) existiam. O resultado foi expresso em
porcentagem de fagocitose e nimero médio de timocitos fagocitados (ou aderidos) por

macrofago.
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Figura 3.2. Macréfagos com timdcitos apoptéticos fagocitados em meio RPMI com 2% de

FBS (A) e macréfagos com timdcitos apoptéticos aderidos em meio com 0,4%BSA (B).

3. 6. Dosagem dos hormonios apds o estresse:

Para correlacionar os niveis plasmaticos de corticosterona, de epinefrina e
norepinefrina com os efeitos do estresse sobre a fagocitose, estes hormonios foram dosados
ap6s a indugdo de cada condicdo de estresse e, entdo, estas concentracdes foram utilizadas
para a realizacdo de experimentos in vitro.

Os grupos de camundongos controles, submetidos ao estresse hiperagudo e os
submetidos ao estresse agudo, foram decapitados e tiveram o sangue colhido com heparina.
Ap6s centrifugacdo, 25uL do plasma foram adicionados a 1 ml de etanol para a extracdo dos
esterdides. J4 para a dosagem de catecolaminas, foi adicionado ao plasma metabissulfito de
sodio para evitar a oxidacgdo.

A concentrac¢do de corticosterona foi determinada por radioimunoensaio como descrito
por Vecsei (1979). Desta forma, os anticorpos de coelho anti-corticosterona e a corticosterona

H foram adicionados 2 amostra, assim, o horménio da amostra compete com o hormdnio



marcado radiativamente pela ligacdo ao anticorpo. Como resultado desta competicdo, a
porcentagem do hormonio marcado ligado ao anticorpo diminui gradativamente a medida que
a concentracdo do hormdénio ndo marcado aumenta progressivamente. Adiciona-se, entao,
carvao ativado ao qual se absorve um polissacarideo sintético, dextran, que se deixa penetrar
pelas pequenas moléculas de antigeno livres. Estas sdo separadas por centrifugacao
magnética, deixando no sobrenadante os imunocomplexos de corticosterona (marcada e da
amostra).

A quantificacdo é feita no sobrenadante (fase que contém os imunocomplexos) por
contagem dos eventos do decaimento radioativo em um contador centilografico. O nimero de
cpm das amostras € comparado com os dos padrdes, inferindo a concentracdo dos
desconhecidos. Quanto maior a medida radioativa, mais corticosterona H se ligou ao
anticorpo, o que significa que havia menos corticosterona no plasma.

Para a dosagem das catecolaminas plasmadticas, os animais foram sacrificados por
decapitacdio e o plasma contendo metabissulfito de sdédio, para evitar a oxidacdo, foi

armazenado a -70°C. Conforme descrito por Gardéfalo e colaboradores (1996), as

catecolaminas foram purificadas através da adsorcdo em alumina em pH 8.8 e
dihidroxibenzilamina foi utilizada como padrio interno. Apds a lavagem, elas foram eluidas
com o uso de uma solucido de HCI1 0,1 N contendo EDTA e metabissulfito de sédio e dosadas
através de HPLC (high-performance liquid chromatograph), utilizando-se detec¢dao

eletroquimica e colunas de octadesilsilano (ODS-C18).



3. 7. Efeito da corticosterona e das catecolaminas sobre a fagocitose:

A partir da determinagdo dos niveis plasmaticos de corticosterona, epinefrina e
norepinefrina apds os dois diferentes tipos de estresse, foram realizados experimentos in vitro
para avaliar se as mudangas nos niveis destes hormdnios estdo relacionadas, separadamente
ou em conjunto, com a mudanca na capacidade fagocitica do macréfago.

Os macréfagos foram cultivados por 4 horas (estresse agudo) em meio contendo
0,2ug/mL de corticosterona (Sigma), 8ng/mL de epinefrina (Sigma) ou I1lng/mL de
norepinefrina (Sigma), separadamente ou em conjunto. As laminulas foram lavadas em
solucdo de Hank e os ensaios de fagocitose e de interacdo foram realizados imediatamente

apos.

3.8. Fagocitose mediada pelo receptor para complemento:

Para verificar a ativagdo de macréfagos estimulados com LPS in vitro por 24 horas, foi
feito um ensaio de fagocitose com imunocomplexo de IgM opsonizado com complemento, ja
que macréfagos ativados fagocitam pelo receptor de complemento (C3b / C3bi), enquanto
macré6fagos normais nao conseguem internalizar estas particulas (Mantovani, 1981).

Os imunocomplexos foram preparados por incubacdo de uma solucdo de hemadcias de
carneiro a 0,4% em Hanks com IgM de coelho anti-hemdcia de carneiro (1:333) durante 30
minutos a 37°C e mantidas “overnight” a 3°C. Soro de camundongo, utilizado como fonte de
complemento, foi adicionado ao imunocomplexo lavado numa diluicdo de 1:160 e esta
solugdo, agora chamada de EAC (eritrdcito — anticorpo — complemento), foi incubada a 37°C

por 10 minutos. O EAC foi lavado e utilizado imediatamente no ensaio de fagocitose.



Os macréfagos aderidos em laminulas foram incubados com o EAC por 30 minutos a
37°C. Apoés este periodo de fagocitose, as laminulas foram lavadas e mantidas em PBS
diluido em dgua (1:5) por 45 segundos e em seguida lavadas em PBS. Esse choque hipotonico
¢ utilizado para que ocorra a lise das hemécias nao fagocitadas (Mantovani, 1972).

Os macréfagos foram fixados com glutaraldeido a 2%, corados com Giemsa e a

fagocitose foi quantificada.

3. 9. Efeitos dos hormonios sobre a apoptose dos timdcitos:

Para verificar o efeito dos hormdnios liberados durante o estresse sobre a apoptose de
timdcitos, estes foram cultivados por 4 horas com (1) meio, como controle negativo; (2)
dexametasona, como controle positivo; (3) corticosterona; (4) epinefrina; (5) norepinefrina;
(6) as catecolaminas em conjunto; e (7) uma combinagdo dos trés hormonios. O resultado foi
analisado por citometria de fluxo por adicao de anexina-V-FITC e iodeto de propideo como

descrito anteriormente.

3. 10. Bloqueio do receptor de glicocorticéide:

O antagonista do receptor de glicocorticéide, RU486, foi utilizado para verificar a
participacdo deste receptor nos efeitos observados com a administracdo de corticosterona.
Para isso, os macréfagos ativados com LPS in vivo foram cultivados com o RU486 (Sigma)
em uma concentragdo 11,1 vezes a concentrac@o de corticosterona 30 minutos antes da adi¢ao

deste hormonio (Liu et al, 1999), o qual permaneceu em cultura por 4 horas. As laminulas



com macréfagos foram lavadas em solucdo de Hank, cocultivadas com timdcitos apoptéticos

em meio contendo 2% de FBS por 45 minutos e a fagocitose foi quantificada.

3. 11. Utilizacao de competidores da fagocitose de células apoptoticas:

Competidores de alguns receptores envolvidos com a fagocitose de células apoptéticas
foram utilizados com a finalidade de verificar se o efeito observado da corticosterona sobre a
fagocitose foi devido a acdo deste hormdnio em um destes receptores. Para tal, os macréfagos
ativados com LPS in vivo foram cultivados em meio contendo 0,2ug/mL de corticosterona por
4 horas. Apés a lavagem das laminulas com solu¢do de Hank, foi adicionado ao poco 500 pL
de meio RPMI contendo um dos competidores: 1mg/mL de N-acetilglicosamina (Sigma),
Img/mL de manan (Sigma), ou 500ug/mL de dextran sulfato (Sigma) (Schlegel et al, 2000),
0s quais permaneceram por 15 minutos, e entdo, timdcitos apoptéticos foram adicionados
(sem a retirada dos competidores) e o ensaio de fagocitose foi realizado e quantificado. A N-
acetilglicosamina compete com a fagocitose de células apoptéticas por se ligar a receptores

lectina; mannan se liga a receptores de manose; e dextran € ligante do receptor scavenger.

3. 12. Analise estatistica:

A comparacdo entre as médias dos resultados de dois grupos foi feita pelo teste ¢ de
Student (quando os dados passaram pelo teste de normalidade e igual variancia) ou pelo teste
ndo paramétrico de Mann-Whitney, com a utilizacdo do programa Sigma Stat. Ja para
comparar mais de dois grupos, o teste utilizado foi o teste ANOVA, que também foi realizado

através do mesmo programa.
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4. RESULTADOS

4.1. Efeito do estresse sobre a fagocitose e interacao:

Com o intuito de avaliar o papel do estresse na fagocitose e na interacdo dos timdcitos
apoptoéticos por macréfagos, camundongos foram submetidos a dois tipos de estresse: o
estresse hiperagudo (-15°C por 10 minutos) e o agudo (4°C por 4 horas). O estresse
hiperagudo (-15°C por 10 minutos) ndo causou alteragdo nem na fagocitose nem na interagao
de timdcitos apoptéticos por macréfagos ndo ativados (figura 4.1). O mesmo ocorreu com
macréfagos ativados com LPS quatro dias antes do estresse (figura 4.2).

Ja o estresse agudo (4°C por 4 horas) ndo causou alteracdo na capacidade fagocitica
de macrofagos nao ativados (figura 4.3), mas diminuiu a porcentagem de fagocitose (p =
0,005) e o numero médio de timdcitos por macréfagos ativados com LPS (p = 0,017), sem

alterar a sua interagao (figura 4.4).
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Figura 4.1. Capacidade fagocitica de macréfagos residentes da cavidade peritoneal de
camundongos ap6s o estresse hiperagudo (-15°C por 10 minutos). (A) Porcentagem de fagocitose,
(B) niimero médio de timdcitos fagocitados por macréfagos totais, (C) porcentagem de interagdo e (D)
nimero médio de timdcitos aderidos por macrdéfagos totais. Os dados representam médias + erro
padrido das médias; n = 10 (10 animais controles e 10 estressados no total de 3 experimentos

independentes).
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Figura 4.2. Capacidade fagocitica de macréfagos peritoniais ativados com LPS (in vivo)
apds o estresse hiperagudo (-15°C por 10 minutos). (A) Porcentagem de fagocitose, (B) nimero

médio de timdcitos fagocitados por macréfagos totais, (C) porcentagem de interacdo e (D) nimero
médio de timdcitos aderidos por macrdfagos totais. Os dados representam médias + erro padrdo das

médias; n = 8 (8 animais controles e 8 estressados no total de 3 experimentos independentes).
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Figura 4.3. Capacidade fagocitica de macréfagos residentes da cavidade peritoneal de
camundongos ap6s o estresse agudo (4°C por 4 horas). (A) Porcentagem de fagocitose, (B) nimero

médio de timdcitos fagocitados por macréfagos totais, (C) porcentagem de interacdo e (D) nimero
médio de timdcitos aderidos por macrdfagos totais. Os dados representam médias + erro padrdo das

médias; n = 8 (8 animais controles e 8 estressados no total de 3 experimentos independentes).
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Figura 4.4. Capacidade fagocitica de macréfagos peritoniais ativados com LPS (in vivo)
apds o estresse agudo (4°C por 4 horas). (A) Porcentagem de fagocitose, (B) nimero médio de
timécitos fagocitados por macréfagos totais, (C) porcentagem de interacdo e (D) nimero médio de
timécitos aderidos por macréfagos totais. Os dados representam médias + erro padrdo das médias; n =
10 (10 animais controles e 10 estressados no total de 3 experimentos independentes). As barras
mostradas com * apresentam diferenca significativa com relagdo ao controle no teste t-student (para %

de fagocitose, p = 0,005; para timdcitos por macréfagos, p = 0,017).



4.2. Efeito do estresse sobre as concentracoes plasmaticas de

corticosterona e catecolaminas:

Sabendo-se que o estresse inibe a fagocitose dos timdcitos apoptdticos por macréfagos
ativados, decidimos verificar se os principais hormdnios liberados durante o estresse
(corticosterona e catecolaminas) estdao envolvidos nesta diminui¢do. Para isso, primeiramente
estes hormonios foram dosados no plasma de camundongos submetidos ao estresse e foi
observado que os dois tipos de estresse e a inje¢do de LPS provocaram o aumento das
concentracdes plasmdticas de corticosterona e das catecolaminas (figuras 4.5 e 4.6), exceto
pelo estresse hiperagudo que nao alterou significantemente as concentracdes de norepinefrina
(figura 4.6B).

As concentracdes plasmadticas de corticosterona, epinefrina e norepinefrina de
camundongos que sofreram a inje¢do de LPS e posterior estresse (hiperagudo ou agudo) ndo
foram significantemente diferentes das concentra¢des plasmadticas dos camundongos que
sofreram apenas o estresse (hiperagudo e agudo) (figuras 4.5 e 4.6), embora as concentragdes
destes hormonios tenham diferido entre o plasma de camundongos que tiveram a injecao de
LPS e os controles. Uma excec¢do foi a concentragio de corticosterona apds a inje¢ao de LPS
e estresse hiperagudo que se distinguiu da concentracdo apds apenas o estresse hiperagudo
(figura 4.5).

Além disso, a concentragao da epinefrina também nao diferiu entre os camundongos
que sofreram a inje¢cdo do LPS mais o estresse (hiperagudo e agudo) e os camundongos que
tiveram apenas a injecdo de LPS; jia com relacdo as concentracdes plasmadticas de

corticosterona e de norepinefrina, estes mesmos valores foram diferentes. Isto mostra que o



LPS ndo alterou a liberagdao de epinefrina provocada pelo estresse, tanto hiperagudo quanto

agudo (figura 4.6).
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Figura 4.5. Efeito do estresse sobre as concentragdes plasmaticas de corticosterona. Estresse
hiperagudo: -15°C por 10 minutos; estresse agudo: 4°C por 4 horas. Os resultados sdo mostrados
como média + erro padrdo, n = 10. As barras mostradas com * apresentam diferenca significativa com
relacdo ao controle (Os grupos foram comparados através do teste ANOVA com p < 0,05). Todos os
outros grupos foram estatisticamente diferentes entre si, exceto pelos grupos estresse agudo e LPS +
estresse agudo, os quais ndo foram diferentes.
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Figura 4.6. Efeito do estresse sobre as concentragcdes plasmaticas de epinefrina (A) e
norepinefrina (B). Estresse hiperagudo: -15°C por 10 minutos; estresse agudo: 4°C por 4 horas. Os
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mostradas com * apresentam diferenca significativa em relacdo ao controle (Os grupos foram
comparados através do teste ANOVA com p < 0,05).



4.3. Efeito da corticosterona e das catecolaminas na fagocitose e

interacao:

Visto que as concentracdes plasmadticas de corticosterona e das catecolaminas foram
aumentadas durante o estresse, estas mesmas concentracdes foram adicionadas em cultura de
macréfagos para se determinar o efeito de cada hormdnio na diminuicdo da capacidade
fagocitica ap6s o estresse agudo.

Como esperado, a adi¢do de corticosterona, epinefrina, norepinefrina ou uma
combinacdo destes por 4 horas ndo alterou a capacidade fagocitica dos macréfagos nao
ativados (figura 4.7).

Quando os macréfagos foram ativados in vitro por 5 horas e cultivados com
corticosterona, epinefrina ou norepinefrina separadamente ou em conjunto, também nao
houve alteracdo na fagocitose por macréfagos de timdcitos apoptoticos (figura 4.8). Porém, ao
observar estes macréfagos ao microscopio, pdde-se verificar que eles ndo tinham uma
morfologia totalmente espraiada como aquela observada em macréfagos ativados in vivo
(figura 4.11). Portanto, os macréfagos poderiam nio estar totalmente ativados. Desta forma, o
efeito dos hormdnios sobre a fagocitose foi observado em macréfagos ativados in vivo por 4
dias.

Com os macréfagos ativados in vivo, foi observada uma diminuicdo na porcentagem
de fagocitose e no nimero médio de timdcitos por macréfagos com a adi¢do de corticosterona
ou os trés hormonios em conjunto (figura 4.9). Nenhuma mudanga foi mediada pelas
catecolaminas. Desta forma, a diminui¢do sobre a fagocitose durante o estresse agudo foi

atribuido, a0 menos em parte, a corticosterona.
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Figura 4.7. Capacidade fagocitica de macrofagos residentes da cavidade peritoneal apds a
cultura com os hormdnios (corticosterona e catecolaminas) por 4 horas. (A) Porcentagem de
fagocitose, (B) nimero médio de timdcitos fagocitados por macréfagos totais. C: corticosterona; E:

epinefrina; N norepinefrina. Os dados representam médias * erro padrao das médias; n = 9.
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Figura 4.8. Capacidade fagocitica de macréfagos peritoniais ativados com LPS (in vitro
por S horas) apés a cultura com os hormdnios (corticosterona e catecolaminas) por 4 horas. (A)
porcentagem de fagocitose, (B) nimero médio de timdcitos fagocitados por macréfagos totais. C:
corticosterona; E: epinefrina; N norepinefrina. Os dados representam médias * erro padrio das

médias; n=9.
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Figura 4.9. Capacidade fagocitica de macrofagos peritoniais ativados com LPS (in vivo)
apods a cultura com os hormonios (corticosterona e catecolaminas) por 4 horas. (A) Porcentagem de
fagocitose, (B) nimero médio de timdcitos fagocitados por macréfagos totais. C: corticosterona; E:
apinefrina; N: norepinefrina. Os dados representam médias + erro padrido das médias; n = 10. As

barras mostradas com * apresentam diferenca estatisticamente significante com relacdo ao controle

(Teste ANOVA com p<0,05).



No entanto, o fato de macréfagos ativados in vitro nao terem se comportado como
macréfagos ativados in vivo nos levou a seguinte questdo: serd que aqueles macréfagos
ativados in vitro por 5 horas nao tiveram a fagocitose diminuida apés adi¢do de corticosterona
por que eles ndo estavam completamente ativados ou o LPS ndo age diretamente no
macréfago para torna-lo sensivel a corticosterona?

Para responder esta questao os macréfagos foram ativados in vitro por 24 horas, mas o
resultado foi o0 mesmo para aqueles ativados in vitro por 5 horas, isto €, nenhum hormonio,
nem a combinagdo deles alterou a fagocitose de timdcitos apoptéticos (figura 4.10). A
morfologia destes macrdéfagos ativados in vitro por 24h se mostra bem espraiada na figura
4.11 C. Pode também ser observado que estes macréfagos fagocitam imunocomplexo de IgM
opsonizado com complemento, o que mostra que, durante este tempo, o LPS foi capaz de agir
sobre 0 macréfago para promover sua ativagdo, mesmo nao sendo capaz de torna-lo sensivel a

corticosterona.

4.4. Efeitos dos hormonios sobre a apoptose dos timdcitos:

Uma vez que o aumento nas concentra¢cdes hormonais induzido pelo estresse é capaz
de diminuir a capacidade fagocitica de timocitos apoptéticos, resolvemos verificar se estas
mesmas concentragdes sao capazes de alterar a apoptose dos timocitos.

Como € possivel observar pela figura 4.12, a adicdo in vitro das concentragdes
referentes ao estresse agudo de epinefrina ou corticosterona aumenta a apoptose dos

timdcitos, com p = 0,029 e p = 0,019 respectivamente.
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Figura 4.10. Capacidade fagocitica de macréfagos peritoniais ativados com LPS (in vitro
por 24 horas) apds a cultura com corticosterona por 4 horas. (A) Porcentagem de fagocitose, (B)

nimero médio de timdcitos fagocitados por macrdfagos totais. Corticost: corticosterona. Os dados

representam médias * erro padrio das médias; n = 10.



(A)

Figura 4.11. Morfologia e fagocitose de EAC observadas por microscopio Optico com
objetiva de 100 dos macréfagos controles (A), ativados com LPS in vivo (B) e in vitro por 24 horas
(C). A fagocitose dos macréfagos ndo estimulados foi de 2,4% + 0,75 (média + erro padrao da média;

n=3); a dos macréfagos ativados com LPS in vivo foi de 24,5% *£ 5,11 (n=3); e a dos macréfagos

(B)

ativados com LPS in vitro por 24 horas foi de 27,7 + 3,70 (n=5).
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4.5. Efeito do antagonista do receptor de glicocorticdides:

Para verificar por qual mecanismo a corticosterona estaria agindo na diminuicao da
capacidade fagocitica dos macréfagos, o antagonista do receptor de glicocorticéides, RU486,
foi utilizado antes e durante a administracdo de corticosterona aos macréfagos ativados in
vivo. Na figura 4.13 é possivel observar que a utilizagdo de RU486 em conjunto com a

corticosterona impediu totalmente a diminui¢do na fagocitose promovida por este esterdide.

4.6. Efeito da corticosterona na alteracao da acio de receptores

envolvidos com a fagocitose de células apoptdticas:

Competidores pelos receptores envolvidos na fagocitose de células apoptéticas foram
adicionados a cultura a fim de verificar se a diminui¢cdo na capacidade fagocitica induzida
pelo tratamento com corticosterona foi devido a alguma alterag@o na agdo destes receptores.

Para isso, os macréfagos ativados in vivo foram incubados: 1- com meio; 2- com
corticosterona por 4 horas; 3- com um competidor antes e durante o ensaio de fagocitose; e 4-
com corticosterona por 4 horas ¢ com o competidor antes e durante o ensaio de fagocitose.
Tanto a corticosterona como os competidores, adicionados separadamente, promoveram uma
diminui¢do da fagocitose de timdcitos apoptoticos com relagdo ao controle.

A diminuicdo na porcentagem de fagocitose dos macréfagos tratados com
corticosterona e com o competidor (d3) foi comparada com a soma das diminuicdes na
fagocitose promovida pela corticosterona e pelo competidor separadamente (d1 + d2) (Figura
4.14). Supondo-se que a diminuicao na fagocitose promovida pela corticosterona ndo seja

N

devido a alteracdo no receptor em questdo, espera-se que d3 ndo seja estatisticamente



diferente de dl + d2. Ao contrario, se esta diminui¢do fagocitica promovida pela
corticosterona for, ao menos em parte, devido a alteracdo na agdo do receptor em questao,
espera-se que d3 seja menor que d1 + d2.

Observando a figura 4. 14, é possivel verificar que a diminuicdo na porcentagem de
fagocitose promovida pela corticosterona e o dextran em conjunto foi semelhante a
diminui¢do promovida pela corticosterona mais a diminui¢do promovida pelo dextran, o que
indica que o receptor ao qual este competidor se liga, ou seja, o receptor scavenger, nao
estaria envolvido na diminuicdo fagocitica induzida pela corticosterona. O mesmo ocorreu
com a mannan, indicando que o receptor de manose também nao estaria envolvido nesta
inibicao da corticosterona.

Ja a diminuicdo na porcentagem de fagocitose promovida pela corticosterona e a N-
acetilglicosamina em conjunto foi significantemente menor que a diminuicdo promovida pela
corticosterona mais a diminui¢do promovida pela N-acetilglicosamina, o que indica que a
diminui¢do de timdcitos apoptoiticos induzida pela corticosterona envolve, em parte, alteragdao

na ag¢do ou na expressao de receptores lectina, que nao o receptor de mannose.
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Figura 4.13. Capacidade fagocitica de macrofagos peritoniais ativados com LPS (in vivo)
apés a cultura com o antagonista do receptor de glicocorticéide, RU486, em conjunto com a
corticosterona. (A) Porcentagem de fagocitose, (B) nimero médio de timdcitos fagocitados por
macrofagos totais. Os dados representam médias + erro padrido das médias; n = 6 (“pool” de 2 cada).
As barras mostradas com * apresentam diferenca estatisticamente significante com relagdo ao controle

(teste ANOVA com p < 0,05).
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Figura 4.14. Porcentagem de fagocitose de timdcitos apoptéticos por macréfagos ativados in vivo
apods a cultura com os competidores. Corti: corticosterona; N-acetil: N-acetilglicosamina. D1: diferenca entre
porcentagem de fagocitose de macréfagos controles e tratados com corticosterona; d2: diferenca entre
macréfagos controles e macréfagos tratados com o competidor; d3: diferenca entre macréfagos controles e
macréfagos tratados com corticosterona e com o competidor. Os dados representam médias + erro padrdo das
médias; n = 6 (“pool” de 2 cada). As barras mostradas com * mostram diferenca significante com relagdo ao

controle (teste ANOVA com p < 0,05 e teste t-student pareado, com p = 0,04).
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5. DISCUSSAO

E de conhecimento geral que a corticosterona atua na célula alvo através da ligagdo ao
seu receptor citoplasmatico, o qual migra para o nuicleo e age como fator de transcricdo para
alguns genes (WEBSTER et al., 2002). No entanto, um trabalho realizado em nosso
laboratério por Baccan e colaboradores (2004), mostra que a fagocitose de imunocomplexos
de IgG por macréfagos foi diminuida apds o estresse de -15°C por 10 minutos € 0 mesmo
ocorreu apos o tratamento dos macréfagos com corticosterona pelo mesmo tempo.

Este tempo de 10 minutos seria muito curto para que houvesse transcri¢io de novos
genes. Desta forma, esse estudo mostra a possibilidade de um efeito ndo gendmico da
corticosterona, com a sua atuacdo mediada por outro receptor, j4 que o antagonista do
receptor de glicocorticéides (RU486) ndo conseguiu reverter seus efeitos (BACCAN et al,
2004).

Com base nisto, tentamos verificar se este efeito ndo gendmico da corticosterona
também se aplica a fagocitose de células apoptdticas. Porém, como observado nas figuras 4.1
e 4.2, nem a fagocitose e nem a interagdo de timdcitos apoptdticos por macréfagos (ativados
ou ndo) foi alterada ap6s o estresse de 10 minutos. Isto indica que os efeitos ndo gendmicos
da corticosterona sobre a fagocitose sdo mediados através da alteracdo de elementos da
cascata de sinalizacdo intracelular mediados pelo receptor de Fcy e ndo alteram elementos
presentes na fagocitose de células apoptoticas.

Com relacdo ao estresse agudo, alguns autores demonstram uma diminui¢do na
capacidade fagocitica apds o estresse, como € o caso de Palermo e colaboradores (2003) que
mostraram que o choque inescapdvel e o estresse psicoldgico diminuiram a fagocitose de

zimozam por macréfagos peritoneais murinos ativados com BCG.



Ja Barriga e colaboradores (2001) demonstraram que em comparagao aos controles, os
animais sujeitos ao nado for¢ado até a exaustdo apresentaram perda do ritmo circadiano nos
niveis de corticosterona e com isso, as concentracdes deste hormdnio e a capacidade dos
macréfagos em ingerirem particulas de latex foram maiores em todas as horas do dia. O
estresse por imobilizacdo também ativou a capacidade das células sangiiineas em ingerir
hemacia de carneiro (SHILOV; ORLOVA, 2003).

Estes resultados conflitantes podem ser devido as diferencas no tipo de estresse
utilizado, que podem ativar vias regulatérias diferentes; as diferengas no estado de ativacdo e
na natureza da célula fagocitica, o que pode resultar em diferencas considerdveis quanto a
resposta aos hormonios e neurotransmissores; e as diferencas nas particulas ingeridas, as quais
sao fagocitadas por diferentes receptores e estes, por sua vez, podem ser afetados de formas
distintas pelos mediadores da resposta ao estresse.

Com relagdo ao estresse agudo pelo frio, foi demonstrado por Kizkai e colaboradores
(2001) que a capacidade de macréfagos peritoneais murinos em ingerir particulas de latex
opsonizadas foi aumentada apds este tipo de estresse. Este aumento na capacidade fagocitica
também foi confirmado por Sundaresan e colaboradores (1990).

Ja a exposicao de outros animais, como coelho (GARBULINSKI et al, 1991) e tilapia
(CHEN et al, 2002), ao estresse pelo frio causou a diminui¢@o na capacidade fagocitica.

Além disso, um estudo feito em nosso laboratério por Baccan (2004) demonstrou que
o estresse agudo pelo frio diminuiu a capacidade fagocitica de macréfagos peritoneais
murinos ndo ativados, enquanto aumentou a fagocitose de macréfagos ativados com LPS. Isso
ocorreu com a fagocitose de imunocomplexos, imunocomplexos opsonizados com

complemento e de zimozan.



Ja os resultados obtidos neste trabalho mostraram que o estresse pelo frio causou uma
diminui¢do na fagocitose de timocitos apoptdticos por macréfagos ativados com LPS in vivo,
enquanto macréfagos nao ativados nao demonstraram alteracao (figura 4.4). Isto mostra que o
estresse altera de forma diferente a fagocitose mediada por diferentes receptores e, portanto,
deve alterar moléculas que ndo estdo envolvidas em todos os processos de fagocitose.

O fato de o estresse aumentar a fagocitose de particulas que sdo consideradas como
um estimulo inflamatério (imunocomplexo, imunocomplexo opsonizado e zimozan) e
diminuir a fagocitose de células apoptéticas mostra que o estresse agudo pelo frio ativa ainda
mais os macréfagos, tornando-os macréfagos inflamatorios. Isto poderia estar ocorrendo em
organismos que estdo sofrendo uma infecgdo, ja que este efeito foi observado apenas em
macréfagos ativados com LPS.

Ja o fato de o estresse diminuir a fagocitose dos timdcitos apoptdticos, como
observamos, poderia resultar numa prolongada exposicdo do sistema imune as células
apoptéticas e na progressdo destas células para estdgios mais avangcados de morte celular,
contribuindo portanto, para um estado persistente de inflamagdo no tecido e aumentando o
risco de inducdo de autoimunidade, ji que a persisténcia de destrogcos apoptéticos estd
associada com a indugdo de autoanticorpos (TAX et al, 1995). A propdsito, sabe-se que
camundongos deficientes em MFG-E8, o qual opsoniza células apoptdticas, sofrem de
glomerulonefrite como um resultado da producao de autoanticorpos induzidos pela reduzida
fagocitose de células apoptoticas (HANAYAMA et al, 2004). A fagocitose de células
apoptéticas também € reduzida em camundongos diabéticos ndo obesos (O’BRIEN et al,
2002).

No entanto, apenas os macréfagos ativados tiveram a fagocitose de timdcitos

apoptoticos reduzida pelo estresse e muitos trabalhos como o de Ohashi e DeFranco (2002) e



o de Ramirez e Sigal (2002) mostraram que células apresentadoras de antigeno (APCs) como
macréfagos e células dendriticas sdo capazes de apresentar, via MHC de classe I, peptideos de
particulas ingeridas por fagocitose para os linfécitos T. O que determina se esta apresentacao
cruzada vai promover tolerancia ou ativacdo do linfécito é o estado de maturacdo ou de
ativacdo da APC e a natureza das citocinas no microambiente.

Desta forma, uma célula dendritica imatura e um macréfago residente, ao fagocitarem
corpos apoptéticos, estariam tolerizando o linfécito T, enquanto células dendriticas maturas e
macréfagos ativados teriam um maior potencial para estimular o linfécito, ja que possuem
moléculas coestimulatérias necessdrias para a ativagdo, podendo entdo, colaborar para o
desenvolvimento de uma reacao autoimune (ACCAPEZZATO et al, 2003).

Com isso, ao diminuir a fagocitose de timdcitos apoptéticos por macréfagos ativados,
o estresse agudo pelo frio poderia estar prevenindo e ndao aumentando as chances do
desenvolvimento de reacdes autoimunes. Portanto, estes aspectos precisam ser melhor
esclarecidos. Uma maneira para se esclarecer esta questdo € observar se o “cross-priming” de
linfécitos T é aumentado apds o tratamento dos macréfagos ativados com os hormonios
liberados durante o estresse.

Os glicocorticoides e as catecolaminas sdo considerados os principais mediadores da
acdo do estresse sobre a resposta imunoldgica e outras respostas fisiologicas do organismo.
Tanto o estresse agudo (4°C por 4 horas), o hiperagudo (-15°C po 10 minutos) e o LPS
provocaram um aumento nas concentragdes plasmaticas destes hormonios (figuras 4.5 e 4.6).
Os resultados mostraram que mesmo um estresse de curto periodo como o de 10 minutos foi
capaz de ativar o eixo HPA e o sistema nervoso simpatico.

Além disso, a inje¢do de LPS provocou uma liberacdo de norepinefrina semelhante a

liberacao induzida pelo estresse agudo e de epinefrina semelhante a liberagcdo induzida pelo



estresse hiperagudo e agudo por frio e apds a liberagdo da epinefrina induzida pelo LPS,
mesmo apos 4 dias, o estresse (tanto agudo como hiperagudo) nao foi capaz de liberar mais
deste hormonio (figura 4.6).

Isto poderia ocorrer pelo fato de a quantidade de catecolaminas ter uma concentracao
limite a ser liberada, ou por altas concentracdes destes hormonios atuarem negativamente no
sistema nervoso simpatico como um mecanismo de feedback negativo, ou ainda, por outro
motivo desconhecido.

Ao contrario, o LPS aumentou ligeiramente as quantidades plasmaticas de
corticosterona e nao impediu a posterior liberacdo de altas concentracdes deste hormonio apés
o estresse, sendo que o estresse hiperagudo induziu uma maior liberacao que o estresse agudo
(figura 4.5). Isto talvez ocorra devido ao fato de que ao se utilizar um estresse mais potente
(temperatura mais baixa) a ativagdo do eixo HPA seja maior, ou talvez ocorra uma espécie de
adaptacdo com conseqiiente redu¢do da liberacdo de corticosterona conforme o
prolongamento do estimulo.

As respostas ao estresse psiquico e ao LPS sdo consideradas tdo semelhantes que
inoculacdes repetidas de LPS tém sido administradas para mimetizar um estresse repetido
cronico (HADID et al, 1996). O estresse, portanto, poderia atuar de forma semelhante a um
estimulo inflamatério. No entanto, em nossos resultados vimos que o LPS atua de forma
semelhante ao estresse pelo frio na ativagdo do sistema simpético e de forma menos potente
na ativacao do eixo HPA.

A liberagdao dos hormodnios apds os dois tipos de estresse foi semelhante entre os
camundongos controles e os camundongos que sofreram a injecao do LPS, com a excecdo do
estresse hiperagudo, o qual provocou uma maior liberagao de corticosterona em camundongos

com a inje¢do de LPS (figuras 4.5 e 4.6). Desta forma, as diferengas no efeito do estresse



sobre a fagocitose de timdcitos apoptdticos entre macréfagos ativados e nao ativados, nao
pode ser atribuida as diferencgas nas concentragdes destes hormonios.

Além disso, as mesmas concentracdes foram adicionadas aos dois tipos de macréfagos
e ndo provocaram efeito na fagocitose de timdcitos apoptéticos por macréfagos nao ativados,
enquanto a corticosterona inibiu a fagocitose destes fagdcitos quando ativados por LPS
(figura 4.9).

As catecolaminas ndo tiveram nenhum efeito na porcentagem de fagocitose de
timdcitos apoptdticos por macréfagos ativados e ndo ativados (figura 4.9), enquanto outros
trabalhos revelam que as catecolaminas podem atuar estimulando ou inibindo algumas
respostas imunolégicas (KOHM; SANDERS, 2000; MADDEN, 2003).

Viérias células do sistema imune como os macrdéfagos possuem receptores
adrenérgicos, o e 3, e sua expressdo pode variar conforme o estado de ativacdo desta célula:
macréfagos possuem receptores [-adrenérgicos e quando ativados passam a expressar
também receptores o-adrenérgicos (MADDEN, 2003). Os efeitos estimulatorios das
catecolaminas sobre a fagocitose parecem ser mediados pelos receptores O enquanto oOs
supressores sdo mediados pelos receptores § (SHILOV; ORLOVA, 2003).

Um estudo feito por Baccan (2004) mostra que as catecolaminas, nas mesmas
concentracdes e durante o mesmo tempo utilizado em nosso trabalho, ndo alteram a fagocitose
de imunocomplexo e de zimozam por macréfagos ndao ativados, no entanto, aumentam a
capacidade fagocitica destas particulas por macréfagos ativados, revelando que os receptores
o-adrenérgicos estdo envolvidos neste aumento. No entanto, como visto em nosso trabalho, a
estimulagdo destes receptores nao promove aumento na fagocitose de timdcitos apoptoticos,
indicando que as catecolaminas estimulam mecanismos que ndo estdo envolvidos na

fagocitose de uma forma geral.



Ja a corticosterona inibiu a fagocitose de timdcitos apoptdticos por macréfagos
ativados por LPS, embora alguns trabalhos, como o de Liu e colaboradores (1999), relatam
um aumento na fagocitose de células apoptéticas induzido por glicocorticéides. No entanto,
os glicocorticéides utilizados sao sintéticos, as concentracdes sdo farmacoldgicas (mais
elevadas que as fisiolégicas) e o tempo de incubacdo é maior.

Quando consideramos a relevancia fisiolégica dos efeitos dos glicocorticides na
imunidade, € importante reconhecer que glicocorticdides em doses farmacoldgicas exercem
efeitos diferentes daqueles exercidos sob condi¢des fisioldgicas. Concentracdes fisioldgicas
de glicocorticdides entre 350nmol/L e 950nmol/L, tal como ocorrem durante o estresse fisico
ou psicoldégico, resulta na modulacdo da transcricdo de genes envolvidos na resposta
inflamatéria, enquanto doses farmacoldgicas (concentracdes maiores que as fisiologicas)
resultam em uma total supressido da reposta imune (Sternberg, 2001). Incubacdo in vitro por
longo tempo com baixas concentragdes de dexametasona, de fato, pode ativar macréfagos
alveolares, conduzindo a um aumento de produgio de IL-1f induzido por LPS (ELENKOV;
CHROUSOS, 2002). H4a também diferencas na poténcia da supressdo imune por
glicocorticéides sintéticos em comparacdo com os efeitos na resposta imune por
glicocorticéides naturais. Por exemplo, o glicocorticéide sintético dexametasona exerce uma
maior supressdo de IL-12 do que a hidrocortisona, um glicocorticéide natural, o que é
consistente com a maior afinidade da dexametasona pelo receptor de glicocorticéide (revisao
em WEBSTER et al., 2002).

Além disso, corticosterdides sintéticos nao se ligam a CBG (corticosteroids-binding
globulin) no plasma e, portanto, eles devem ter um efeito bioldgico exagerado quando
administrados em comparacdo com a mesma quantidade de corticosterdide enddgeno.

Corticosterdides também devem ter um efeito sob condi¢des normais e um efeito oposto sob



condic¢des patoldgicas, assim como diferentes efeitos com tempos de administragdao longos ou
curtos e de acordo com sua concentragao (se farmacoldgica ou fisioldgica), ja que em baixos
niveis, a corticosterona se liga ao MR, e apenas em altos niveis, como durante o estresse, 0
GR € ocupado (FUNDER, 1997).

Portanto, é possivel que glicocorticdides possam aumentar as fungdes imunes e
inflamatérias em uma concentracio e inibir estas fun¢des em outra. Ha evidéncias de que o
estresse cronico aplicado repetidamente (como um estresse no trabalho) dilui o efeito
supressor € induz um aumento em algumas fun¢des imunes mediado pelo glicocorticoide
(MCEWEN et al, 1997).

A diferencga entre o efeito da corticosterona em macréfagos ativados e nao ativados
poderia ser explicada pelo fato de que o LPS aumenta a expressio de receptores de
glicocorticéides em macréfagos murinos (SALKOWSKI; VOGEL, 1992), o que poderia estar
tornando-os mais sensiveis a corticosterona.

Além disso, Russo-Marie (1992) mostrou que glicocorticéides interferem com os
mecanismos de defesa de macréfagos ativados mais do que de macréfagos residentes e que
isto ocorre via seus efeitos nas citocinas e outros mediadores inflamatdrios, tais como sintese
de prostaglandinas.

No entanto, em nossos experimentos, a corticosterona ndo foi capaz de diminuir a
fagocitose dos timdcitos apoptéticos em macréfagos ativados por LPS in vitro, mesmo por 24
horas (figura 4.10) o que indica que o LPS ndo tem efeito direto sobre o macréfago.

Um trabalho recentemente realizado pelo mesmo grupo que observou um aumento na
fagocitose de células apoptdticas apds a administragdo de glicocorticéides (HEASMAN et al,

2004), demonstrou que o IFN-y suprime este aumento na capacidade fagocitica. Este poderia



ser o mecanismo pelo qual a injecio de LPS no camundongo modifica a acdo da
corticosterona sobre a fagocitose de timocitos apoptoticos no macréfago.

O fato de a corticosterona e as catecolaminas serem capazes de aumentar a apoptose
dos timécitos (figura 4.12) e nao aumentarem a capacidade de remogao destas células pelos
macréfagos pode estar colaborando para um desequilibrio homeostdtico e persisténcia de
destrocos apoptéticos no meio, o que poderia contribuir, como ja mencionamos, para um
estado persistente de inflamacdo no tecido e para o aumento no risco de reagdes autoimunes.
Portanto, mais estudos precisam ser feitos para elucidar esta questao.

Black (2002) mostra que corticosterdides e catecolaminas aumentam de forma dose
dependentemente a inducdo mediada por LPS da liberacdo de citocinas pro-inflamatérias
pelos macréfagos. Porém, corticosterdides e catecolaminas também induzem a sintese de LPB
(lipopolysaccharide-binding protein) no figado, uma proteina de fase aguda que se liga ao
LPS limitando sua toxicidade. Assim, os principais hormonios do estresse tanto aumentam a
resposta inflamatéria do hospedeiro ao LPS como facilitam a producdo de uma proteina
neutralizadora, acdes que devem socorrer o hospedeiro no combate a toxicidade do LPS.

Desta forma, o estresse pelo frio pode estar acentuando os efeitos do LPS nos
macrofagos, porém, se observarmos a fagocitose algum tempo apds a ocorréncia do estresse,
talvez estes efeitos ndo estejam mais ocorrendo.

Durante o estresse, outros hormonios e neurotransmissores como CRH, prolactina,
horménio do crescimento, hormoénios da tiredide, também sdo liberados e podem afetar os
macroéfagos. Varios autores t€ém mostrado que estas substincias podem afetar a fagocitose
(DORSHKIND; HORSEMAN, 2001; FOSTER et al, 2000) e nosso trabalho ndo exclui a

possibilidade de um destes hormonios estarem atuando na fagocitose de células apoptoticas.



Por isso, € de fundamental importancia que a acdo destes hormonios nesta situacdo também
seja avaliada.

O mecanismo de ac@o do glicocorticdide normalmente € atribuido a uma combinagao
com seu receptor citoplasmatico, o qual altera a expressdo gé€nica de duas maneiras: a
primeira € dependente da ligacdao do receptor diretamente ao DNA e da sua atuagdo (positiva
ou negativamente) como fator de transcricdo; a segunda € dependente de sua ligacdo e
interferéncia com outros fatores de transcricdo como AP-1 e NF-kB. Ambos mecanismos
podem culminar na supressao da inflamagdo (SAKLATVALA, 2002).

Neste trabalho, foi mostrado que o efeito da corticosterona sobre a diminui¢cdo na
capacidade fagocitica foi mediado por este receptor de glicocorticoides citoplasmadtico, ja que
o seu bloqueio com o antagonista RU486 reverteu a inibi¢do fagocitica (figura 4.13).

Embora a interacdo dos timdcitos apoptéticos com os macréfagos ndo tenha sido
alterada pelo estresse (figura 4.4), ndo podemos concluir que a expressdo dos receptores de
superficie dos macréfagos nao tenha sido alterada, pois este ndo ¢ um indice muito preciso, ja
que grande quantidade de timoécitos se adere aos macréfagos, tornando imprecisa sua
quantificacdo. Portanto, decidimos confirmar estes resultados observando se a diminuicdo
fagocitica mediada pela corticosterona é devido a uma alteracdo na expressao de alguns dos
receptores envolvidos na fagocitose de células apoptoticas.

Para isso foram utilizados competidores para estes receptores e, supondo-se que 0s
competidores utilizados nos experimentos estdo bloqueando todos os seus receptores na
superficie dos macréfagos, a corticosterona parece estar diminuindo a ac¢do de receptores
lectina (que nao o receptor de manose), sem alterar a acdo dos receptores scavenger e de
manose (figura 4.15). Este pode ser um dos mecanismos pelo qual a corticosterona esta

inibindo a fagocitose dos timocitos apoptéticos. Porém € necessario verificar qual receptor



especificamente estd envolvido nesta inibi¢do, e para isso, a expressao dos receptores lectinas
na superficie dos macréfagos deve ser observada por citometria de fluxo antes e apds a
exposicdo destas células a corticosterona. Além disso, € preciso observar se esta inibicdo
ocorre sobre a transcri¢ao, traducdo, ou a exportagao deste receptor para a superficie, ou ainda
se ocorre sobre as moléculas de sinalizacdo intracelular.

Entretanto, mais estudos precisam ser feitos para verificar a influéncia deste hormonio
na expressdo de outros receptores da superficie dos macréfagos e em outros processos
intracelulares. A possibilidade de outros hormonios e neurotransmissores liberados durante o

estresse estarem agindo neste evento também deve ser avaliada.



CONCLUSOES



6. CONCLUSOES

> O estresse hiperagudo pelo frio (-15°C por 10 minutos) nao alterou a fagocitose
de timdcitos apoptdticos nem sua interacdo com macréfagos ativados e ndo ativados, o que
mostra que os efeitos ndo gendmicos da corticosterona observados por Baccan e

colaboradores (2004) na fagocitose nao se aplicam a este processo fagocitico.

> O estresse agudo pelo frio (4°C por 4 horas) nao alterou nem a fagocitose nem
a interagdo de timocitos apoptdticos com macréfagos ndo ativados, porém diminuiu a
capacidade fagocitica dos macrdéfagos ativados sem alterar a interacdo com estas células

senescentes.

> Esta diminuicdo na capacidade fagocitica foi atribuida, ao menos em parte, a
corticosterona e verificou-se que esse efeito ¢ mediado pelo receptor de glicocorticéides

citoplasmaético.

> As catecolaminas niao possuem nenhum efeito sobre a fagocitose dos timocitos
apoptoticos nem por macréfagos ativados nem pelos macréfagos nao ativados, o que mostra o

ndo envolvimento de seus receptores o e B adrenégicos neste processo fagocitico.

> A corticosterona parece diminuir a acdo de receptores lectina, que ndo o

receptor de manose, na superficie dos macréfagos ativados.
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Baixar livros de Literatura de Cordel
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Baixar livros de Meio Ambiente
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Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica
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